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UBER DEN EINFLUSS DER EIWEISS-FETTDIAT AUF 
DEN KOHLENHYDRATSTOFFWECHSEL. 


I. Mitteilung.* 
Von 
NAOMI KAGEURA. 


(Aus der medizinischen Klinile von Prof. Dr. Ryokichi Inada, 
Kaiserliche Universitit zu Tokyo.) 


(Eingegangen am £0. Mai 1922.) 


Kohlenhydratarme Diit, welche wesentlich aus Eiweiss und 
Fett besteht, wird bei Diabetesbehandlung sehr hiufig gebraucht. 
Solche sogenannte “strenge Kost” ist fir uns nicht physiologisch. 
Es ist eine allbekannte Tatsache, dass Kohlenhydratstoffwechsel yon 
allerlei moglichen Momenten mehr oder minder beeinflusst wird. 
Nun muss gefragt werden, ob solch eine abnormale Kost den 
Kohlenhydratstoffwechselvorgang nicht in irgend einer Weise modi- 
fiziert. Ich habe also aus Veranlassung und unter der Leitung von 
Herren Prof. R. Inada und Doz K. Sakaguchi diese Frage 
aufgenommen. 

Bei meiner Untersuchung ging ich so vor, dass ich den Ver- 
suchspersonen gewisse Tage lang strenge Kost, welche aus Fleisch, 
Fett und kohlenhydratarmen Gemiisen besteht, verabreichte und 
deren Einfluss auf ihre Assimilationskraft fir Kohlenhydrat beo- 
bachtete. Dazu wurde in verschiedenen Perioden, wo die Ver- 
suchspersonen mit kohlenhydratreicher resp. -armer Kost ernahrt 
wurden, dieselbe Menge Kohlenhyrat dargereicht und die dadurch 
verursachte Hyperglykiimie vergleichend untersucht. Ahnliche Ver- 
suche wurden auch an Hunden angestellt. 


* Die vorliegende Mitteilung betrifft eine am 29. Oktober 1921 in der medi- 
zinischen Gesellschaft zu Tokyo veriffentlichte Arbeit, welche durch spitere Un- 
tersuchung etwas erweitert wurde. 
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VERSUCHE AN MENSCHEN. 

An 14 Versuchspersonen, welche stets mit kohlenhydratreicher 
Kost genahrt wurden, habe ich znerst die Intaktheit ihrer Zucker 
assimilierenden Kraft bestitiet, indem ich einigemal die Blutzucker- 
werte nach Sakaguchis Probefruhstuck (100 g Reis und zwei 
Hihnereier) halbsttndlich drei Stunden lang mit Bangs Mikro- 
bestimmungsmethode untersuchte. Dann wurden die Personen mit 
strenger Kost, némlich mit kohlenhydratarmer Diat je nach den 
Fallen 2-19 Tage lang ernahrt. Auch in dieser Periode strenger 
Kost wurde die assimilierende Kraft fur Kohlenhydrat durch Ver- 
abreichung derselben Probekost bestimmt. is ergab sich daraus, 
dass die Assimilationskraft far Kohlenhydrat dadurch auffallend 
herabgesetzt wurde, so dass die alimentiire Blutzuckersteigerung 
weit stiirker als bei gewohnlicher Ernahruug zustande kam. Hierauf 
liess ich die Periode folgen, wo reichlich Reis bei sonst ganz 
gleich bleibender Kost verabreicht wurde, um zu sehen, wie 
einfacher Kohlenhydratzusatz die geschidigte Zuckerassimilations- 
lvaft beeinflusst. Die Wirkung dieses Zusatzes war eklatant und 
die Hyperglykamie nach Probekost fiel in dieser Periode bedeutend 
kleiner aus als in der vorangehenden. Die Aussetzung dieses 
Kohlenhydratzusatzes verursachte wieder deutliche Herabsetzung 
der Assimilationsfahigkeit, welche spiter durch Zuriickbringen zu 
gewohnlicher kohlenhydratreicher Ernahrungsweise ganz _beseitigt 
wurde. Einige Falle aus meinen Versuchen seien hier als Bei- 
spiele ubersichtlich in Tabellenform mitgeteilt. 

Aus den Tabellen wird man ersehen, wie stark die Assimila- 
tionskraft fur Kohlenhydrat bei kohlenhydratarmer Ernaihrung 
geschadigt wird.* Die Probekost, welche bei gewohnlichem Leben 
ohne nennenswerte Blutzuckersteigerung vertragen wurde, verur- 
sachte bei der Ernihrung mit strenger Kost eine deutliche Hypergly- 
kamie, welche auch haufig (in 5 Fallen, also 35,79) die Glykosurie 
nach sich zog. Obwohl die Assimilationsfahigkeit durch Kohlen- 


hydratzusatz bedeutend erhOht wurde, so war sie doch noch etwas: 


* Als die vorliegende Arbeit schon zur Veréffentlichung bereit lag, habe ich 
Staubs Arbeit in Zeitschr. f. klin. Med. Bd. 93 gesehen, wonach die Assimila- 
tionsfihigkeit fiir Traubenzucker sich nach zweitiigiger Eiweiss-Fettdiiit vermindert. 
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schlechter als bei gewohnlichem Leben und der Blutzuckeranstieg 
nach Probekost fiel dort etwas stirker aus als hier. Die Unter- 
suchungsresultate an den ubrigen Versuchspersonen verhielten sich 
im grossen und ganzen ahnlich wie bei diesen beiden Beispiels- 
fallen Im Fall 14 wurde die strenge Diat sehr lange, namlich vom 
27. September bis 15. Oktober, 19 Tage lang, fortgesetzt, um zu 
sehen, ob der Mensch im Laufe der Zeit allmahlich solcher Kost 
sich anpassen kann, so dass die einmal geschadigte Assimilations- 
kraft mit der Zeit wieder sich erholt. Der Versuch hat aber 
gezeigt, dass es nicht der Fall ist. In der Periode mit strenger 
Kost zeigte die Assimilationskraft eine gewisse Schwankung, ohre 
dass Neigung zur Besserung bemerkt wurde. Ich glaube, dass die 
oben erwahnte Untersuchung soweit einwandfrei sichergestellt hat, 
dass die Assimilationskraft fur Kohlenhydrat beim Menschen durch 
die wher einige Tage fortgesetzte Ernahrung mit kohlenhydratarmer 
Kost bedeutend herabgesetzt wird. 

Zunaichst kommt die Frage, eine wie lange Fortsetzung der 
kohlenhydratarmen Diat auf die Zuckerassimilation schadlich ein- 
wirkt. Bei jetzt erwahnten Versuchen habe ich gesehen, dass die 
Zuckerassimilation stets deutlich sich verschlimmert, wenn die 
kohlenhydratarme Kost drei Tage lang fortgesetzt dargereicht wird. 
Sogar auch bei mehreren Fallen, wo diese Kost nur zwei Tage 
lang gegeben wurde, war ihre schadliche Wirkung schon-ersichtlich, 
wie die Tabelle I (bei Fall 14, Untersuchung am 29. September) 
ein Beispiel davon gibt. Um endlich zu sehen, ob eintigige 
Ernahrung mit strenger Kost auch die Assimilationskraft beein- 
trichtigen kann, habe ich an 14 Nichtdiabetikern folgende Unter- 
suchung ausgefuhrt: Nachdem die Versuchspersonen nur einen 
Tag mit kohlenhydratarmer Kost genahrt worden waren, habe ich 
am folgenden Morgen die alimentiire BlutzuckererhOhung’ nach 
Sakaguchis Probekost untersucht. Andererseits wurde ihre 
Assimilationskraft bei gewohnlicher Ernaéhrung durch dieselbe 
Probekost bestimmt. Ausserdem habe ich an 5 Personen zugleich 
die Assimilationskraft nach zweitigiger kohlenhydratarmer Kost 
untersucht. Die einzelnen Daten sind in der Tabelle IT angegeben. 
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Wie die Tabelle zeigt, habe ich bei Untersuchungen an 14 
Personen in 12 Fillen nach eintigiger kohlenhydratarmer Kost 
eine deutliche Herabsetzung der Assimilationsfihigkeit fiir Kohlen- 
hydrat gesehen, wahrend in zwei Fillen (Fall 15 und 27) eine 
nachweisbare Verschlimmerung derselben vermisst wurde. In oben 
genannten zwei Fiillen wurde die Schidigung der Assimilationskratt 
erst nach zweitigiger kohlenhydratarmer Kost deutlich beobachtet. 
Auch in anderen drei Fiillen, wo diese Kost einmal nur einen Tag 
und ein anderes Mal zwei Tage lang gegeben wurde, kann man 
nicht verkennen, dass die alimentiire Blutzuckersteizerune nach 
Probekost nach zweitaégiger Frist etwas stiirker in die Erscheinung 
trat als nach der eintiagigen. 


VERSUCHE AN HUNDEN. 


Zur weiteren Forschung der oben erwahnten Erscheinungen ist 
es sehr bequem, wenn man ein Tier, wie Hund, als Untersuch- 
ungsmaterial nehmen kann. Weil die kohlenhydratarme Diat, 
welche hanptsichlich aus Fleisch und Fett besteht, dem Hunde, 
einem Fleischfresser, nicht eine abnorme Kost vorstellt, wie dem 
Menschen, so darf man nicht die am Menschen ermittelten Unter- 
suchungsresultate ohne weiteres auf den Hund anwenden. Ich 
habe also ganz dieselbe Untersuchung, wie beim Menschen, auch 
am Hunde anseefihrt, um zu sehen, wie der Hund dabei sich 
verhilt. Nur sei hier erwihnt, dass meine Versuchstiere schon 
lange mit kohlenhydratreicher Kost ernihrt waren, wie bei uns 
gewohnlich der Fall ist. 

Die Untersuchungsanordnung geschah beim Hunde ganz gleich 
wie beim Menschen, indem der Hund zuerst mit kohlenhydratreicher 
Kost, dann nur mit fettreichem Rindfleisch ernahrt und endlich 
beim Gleichhalten der Fleischmenge etwas Kohlenhydrat darauf 
zugesetzt wurde. Um die Zucker assimilierende Kraft des Hundes 
in jeder Periode miteinander zu vergleichen, habe ich im nuchter- 
nen Zustande eine bestimmte Menge (far denselben Hund immer 


. 
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gleich, aber nicht in allen Fallen miteinander) Traubenzucker in 
200 ccm Wasser gelost durch Sonde in den Magen eingefithrt und 
danach eingetretene Blutzuckersteigerung ha!bstiindlich drei Stunden 
jang untersucht. 

Die Resultate meiner Untersuchung an 6 Hunden stimmten im 
grossen und ganzen miteinander ganz gut tiberein. Der Kiurze und 
der Ubersichtlichkeit halber sind in der Tabelle IIT nur maximale 
Blutzuckerwerte mitgeteilt, welche in jeder Untersuchungsperiode 
nach Zuckerzufuhr zustande kamen. 

Weil die Starke der Hyperglykiimie aber nicht nur von der 
Blutzuckersteigerung, sondern auch yon ihrer Dauer abhingt, so 
gebe ich in der Tabelle IV als Beispiel itber zwei Falle einzelne 
Daten an, um den Vorgang daraus genauer beobachten zu 
konnen. 


TABELLE III. 


Nr. d. Versuchstiere 1 2 | 3 4 5 | 6 
Zur Bestimmung d. Assimilationskraft 
gegebene Zuckermenge (g) md 60 _ 50 50 | 60 


| 
0,149} 0,122) 0,124) 0,139° 0,129] 0,128 


Periode mit gewéhnlicher Kost 0,131 0.119] 0120 0,12 0124 


os 

28 

as - - 

Bon ee : on 0,235) 0,218) 0,249) 0,253] 0,173, 0,190 
s 4 Periode mit strenger Kost 0,223) 0.214 0.178 0.275 
4.2 | Periode mit str. Kost u. 0,137| 0,172) 0,163) 0,216) 0,144] 0,160 
aie Kohlenhydratzusatz 0,133) 0,173) 0,179) 0,215) 0,159] 0,143 
@ (zugesetater gekochter Reis) (490) (50) | (50) | (50) | (50) (100) 
a 


Periode mit str. Kost ohne | 0,237 
Kohlenhydratzusatz 


Wie aus den Tabellen (IT u. IV) ersichtlich ist, verschlimmerte 
sich die Assimilationskraft fir Zucker auch beim Hunde bedeutend bei 
der Ernaéhrung mit kohlenhydratfreier Kost. In meinen Versuchen 
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wurde keine Ausnahme davon beobachtet und ich konnte feststellen, 
dass d'ese Schiidigung der Assimilationskraft fast stets schon nach 
zweitagiger Fleischkost in die Erscheinung tritt, wie auch Tabelle 
IV zeigt. 


TABELLE IV. 


Z = 
sre Ne Blutzuckergehalt (9%) 
aSiS a) & 
= {fd Ss o = RE 
comm re | as Nahrung Vor d.| i 5t. 
sles A Zi BOI Si 1st (ast | 3 St 
=i hee cker- |d. Zu- a) Wet ites eh 
eo 2 S zufahr| fubr 

1921 

11.X.| gewdhnliche Kost 0,085] 0,143} 0,123] 0,144] 0,449) 

ie: ai 10, 0,085} 0,128} 0,125] 0,130] 0,434/ 0,102 
op . 
“ ASO V4) OT AK 0,089] 0,196) 0,231) 0,285] 0,233) 0,218 
~ 22. | strenge = 0,075] 0,139} 0,194] 0,209] 0,219] 0,223 

Ss 

4 |” (28 | 22. X41. XL str. K.+ | 0,083] 0,437) 0,116] 0,117] 0,121] 0,078 
i 2. XI] 400 g gekochter Reis 0,091) 0,129) 0,188) 0,123) 0,126) 0,131 
4 

5. | seit 2. XL str. K. ohne | 0,079] 0.195] 0,287] 0,233] 0,233) 0,214 

Kohlenhydratzusatz 

; 21.X.| gewéhnliche Kost 0,061) (109) 0,099) 0,118} 0,422 
oh Ot. re . 0,075] 0,111) 0.449 0,117) 0,449 
Sales OT 2581, Xk: 0,092) 0,178] 0,202 0,189} 0,203) 0,248 
_ | © |i, XE! strenge 5 0,073) 0,175} 0,214 0,197) 0,189) 0,186 
nN 
i 6. | seit 3. XI. str. K.450g | 0,077] 0,472) 0,157) 0,155) 0,153 
A 10. | gekochter Reis 0,085] 0,473] 0,162 0,146) 0,134) 0,094 


Bei Nr. 1, bei welchem in der Periode des Kohlenhydrat- 
yusatzes tiglich 400 g gekochter Reis gegeben wurde, ist die Zucker 
assimilierende Kraft ganz in normaler Stiirke zuruckgekehrt, wahrend 
sie bei Nr. 2 mit geringerem Reiszusatz (tiglich 50 g) in dieser 
Periode nur eine leichte Besserung zeigt, ohne ganz normal zu 
werden. 

Zunichst habe ich an Hunden untersucht, eine wie lange 
Fortsetzung der Tiweiss-Fettdiit die Assimilationskraft fur Zucker 


herabsetzt. 
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TABELLE V. 
a: Ble Ep Blutzuckergehalt (%) 
he 25% Datum Nahrung yee gSt. | 1St. /1; St 2 St. 
6 BOs ae ker- nach d. Zufuhr 
Zales zafubr 
1922. | 
| a1. IV. gewodhnliche Kost 0,096] 0,422} 0,108, 0,114' 0,090 
13. ‘3 r 0,076] 0,400} 0,094} 0, 90, 0,089 — 
pe SP | ee ers, 14, IV. strenge ,, 0,077} 0,490} 0,149] 0,112} 0,106 
aS | 38. 15. IV. gewdhnliche ,, 0,082] 0,188] 0,227) 0,280) 0,160 
3. V.| a. 0,071| 0,230] 0,250} 0,220) 0,250 
7 seit 16. IV. str. ° 0,076| 0,235] 0,238] 0,290] 0,237 
| 11. IV.| gewohnliche ,, 0,088} 0,117} 0,425] 0,116] 0,085 
| 13. s 5 0,075} 0,400) 0,104) 0,108) 0,064 
Oe ee dd. 14, IV. strenge ,, 0,080) 0,445) 0,137) 0,138) 0,123 
Se aaa ct) 15. IV. gewdhuliche ,, 0,090} 0,138) 0,496) 0,194| 0,169 
ai 3. 0,067] 0,075! 0,186] 0,268| 0,308 
7, | % Seif 16. IV. sir. 5, | g.o90| 0,175) 0,240] 0,245] 0,232 
11. 1V.| gewéhnliche ,, 0,084] 0,144] 0,140) 0,447] 0,129 
11}. = . 0,078} 0,093) 0,090} 0,096} 0,025 
See aid. 14. IV. strenge ,, 0,079] 0,208] 0,178} 0,158} 0,153 
Bey 18 15. IV. gewéhnliche ,, | 0,038} 0,202] 0,225] 0,280} 0,183 
3. V. 0,079] 0,162} 0,243] 0,258} 0,198 
hee he ae aa 0,093] 0,182} 0,270] 0,220| 0,200 
12. V. | gewdhnliche ,, 0,105) 0,165 0,168! 0,166} 0,144 
=| . | 14. 13. V. strenge ,, 0,080] 0,186] 0,202) 0,170) 0,150 
ae ol. 14. V. u. 15. V. gew. ,, 0,087] 0,138] 0,480} 0,132] 0,118 
18. i6.u; 17..V. str. ,, 0,100] 0,280} 0,203; 0,188) 0,158 
12°52 | gewohnliche ,, 0,086) 0,192) 0,168) 0,494! 0,176 
=| 5 | 14 | 18. V. strenge ,, 0,074) 0,248} 0,270} 0,255] 0,223 
pe ea aA: 14, u. 15. V. gew. ,, 0,102} 0,193} 0,204] 0,168] 0,154 
18. NGS Goh AWG WE Fe 45 0,079] 0,342! 0,859) 0,283) 0,245 
on 12. V.| gewdhnliche ,, 0,072} 0,114) 0,422) 0,117] 0,110 
ie = | 14 | 18. V. strenge ,, 0,079; 0,160} 0,168) 0,492) 0,168 
BS 15. 14. u. V. 15. gew. ,, 0,075! 0,108} 0,117} 0,424] 0,108 
18. TG, Ge WE WA Bin, 5 0,086; 0,224) 0,183) 0,466) 0,154 


i 
| 
a EE | ee 
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Die Tabelle zeigt, dass die Assimilationskraft fiir Kohlenhy- 
drat auch beim Hunde schon nach einem Fleischfettage deutlich 
herabsinkt, so dass die alimentiire Hyperglykiimie nach der 
Kinfuhr gleicher Menge Zucker hier weit stirker zustande kommt, 
als bei gewohnlicher Ernihrung mit kohlenhydratreicher Kost. 
Die Schidigung der Zuckerassimilation wurde nach zweitiigiger 
Ernahrung mit Fleischfettdiat etwas stirker gefunden als nach der 
eintagigen. Durch lingere Fortsetzung dieser Kost kann man 
nicht das Tier daran so anpassen, dass die abgenommene Assimi- 
lationsfahigkeit wieder allméhlich zum normalen Wert zuricksteiet. 
Nach zwei Wochen lang fortgesetzter Fleischfettdidit habe ich 
ebenso starke alimentiire Hyperglykimie gefunden, wie nach 
kurziristigen Untersuchungen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1) Kohlenhydratarme Diit, welche weseutlich aus Hiweiss 
und Fett besteht, setzt die Assimilationskraft fir Kohlenhydrat beim 
Menschen wie beim Hunde deutlich herab. 

2) Diese Herabsetzung der Kohlenhydratassimilationsfihigkeit 
kommt beim Menschen schon nach einem kohlenydratarmen Tage 
in der tberwiegenden Mehrzahl der Falle und nach zweitagiger 
Frist ohne Ausnahme in allen Fallen deutlich zum Vorschein. 
Diese Erscheinung wird auch beim Hunde nach einem Fleischfett- 
tage beobachtet. 

3) Beim Menschen und Hunde wird die Storung der 
Zuckerassimilation nach zwei kohlenhydratarmen Tagen im allge- 
meinen etwas stiirker als nach einem solchen gefunden. Bei 
langerer Fortsetzung der kohlenhydratarmen Kost bleibt die Abnah- 
me der Zucker assimilierenden Kraft im grossen und ganzen 
unyerindert, ohne eine deutliche Verschlimmerung oder Besserung 
zu zeigen. 

4) Die geschiidigte Kohlenhydratassimilationsfihigkeit bei 
kohlenhydratarner Dist wird durch Kohlenhydratzusatz zur Kost 
leicht wieder gebessert. 
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BEITRAGE ZUR KENNTNIS DER 
STICKSTOFFHALTIGEN BESTANDTEILE DER 
FRUCHTE DER CHAYOTE (HAYATO-URI) 


Von 
KIYOHISA YOSHIMURA. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der landwirtschafllichen 
Hochschule, Kagoshima) 


Eingegangen am 9. Juni 1922). 
g } 


Den Namen Chayote fuhrt in Mexiko eine Kulturpflanze, 
die in Westindien Chocho, von den Botanikern aber Sechium 
edule genannt und der Familie der Cucurbitaceen beigezihlt 
wird. 

Die Frichte sind birnformig, 10-15¢em lang, rauhhaarig, 
bleichgrun coder gelblichweiB und enthalten nur einen grossen 
Samen; sie schmecken zwar fade, wenn sie gekocht werden, die 
guten Sorten haben aber etwas Nussgeschmack und sind viel 
mehliger als der Kurbis oder die Gurke. 

Die Zusammensetzung der Friichte, die fir diese Untersuchung 
benutzt wurde, war folgende : 


Veet ere erie eres Fh a lantente Neen ere ety etien 95.973 9% 
PEE OG OUST SGTIZ, eta trie ae ant vie Pee on se ctace, <5. 2k as 4.027% 
In 100 Teilen Trockensubstanz : 
Rohprotein (Gesamt-N x 6.25) ..............16.264 
ROLIC i mtine aeons ee eae hs erate 1.169 
Onc metre teeta te ech ean loon 
Stickstoff-freie Extraktstoffe ................ 68.392 
NSChOm ak seme otis ce De ped as Sie ho eodigae FLO 
(GrBrIMtalIC Raima nuke, Wg ietk, iio i eres > 2.602 
RW GU SHIGIeE Sta conte Gis ois boy Oda Rls Seane 1.561 


INEKOlnhe| Diy I OGUO! one koe se bee coor. 1.041 
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Gesamtstickstoff als LOO: 
Eiweibstickstoff 59.991 
Nicht-Kiweifstickstoff 40.009 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


20ke gehackte frische Fruchte wurden erst ausgepresst und 
dann mit heiBem Wasser zweimal extrahiert, die Auszuge mit 
Bleiessig gefallt. 

Das Extrakt davon wurde mit Schwefelsaure entbleit, zu 
kleinem Volumen (ca. 2 7) eingeengt, wieder mit Schwelelsaure 
stark angesduert und dann mit Phosphorwolframsaure gefiallt. 

Der Phosphorwolframsaureniederschlag wurde in bekannter 
Weise mit Barythydrat zerlegt. Die so erhaltene stark alkalische 
Flussigkeit, welche freie Basen enthielt, wurde mit Salpetersaure 
neutralisiert und dann mit Silbernitrat versetzt, wobei ein gelb- 
brauner Niederschlag entstand. 


I. Purinbasen (Adenin). 


Der Silbernitratniederschlag wurde mit einem UberschuB von 
Ammoniak behandelt, um die Silbernitratverbindungen der Basen 
in die Silberverbindungen derselben tberzufiihren. 

Die nach Zerlegung der Silberverbindungen mit Salzsaéure 
erhaltenen Chloride wurden in ca. 50ccm Wasser gelost und mit 
einer konzentrierten Natriumpikratlosung versetzt, wobei sich glin- 
zende gelbe Nadeln ausschieden, die aus heigem Wasser umkristal- 
lisiert wurden, welch letztere in Wasser sehr schwer, aber in 
Alkohol und Natriumphosphatlosung leicht ldslich waren. Im 
Kapillarrohre erhi:zt, zersetzten sie sich bei 282° (unkorr.) 


IT. Hexonbasen (Arginin). 


.Das Filtrat vom Silbernitratniederschlage wurde mit Silber- 
nitrat und Barythydrat in maBigem UberschuB versetzt, wobei 
ein dunkeibrauner Niederschlag entstand. Der Niederschlag wurde 
mit warmer Salzsdure und Schwefelsdure zersetzt. 
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Das gebildete Silberchlorid und Bariumsulfat wurden abfiltriert 
und zum Filtrate eine konzentrierte Losung yon Phosphorwolfram- 
saure hinzugesetzt. Der Phosphorwolframsaureniederschlag wurde 
wieder mit Barythydrat zersetzt. 

Die so gewonnene stark alkalische Flissigkeit wurde mit 
Salpetersaure neutralisiert, hierauf in gelinder Warme auf kleines 
Volumen eingeengt und im Vakuumexsikkator stehen gelassen, 
wobei sich allméhlich eine weiBe Masse ausschied, welche aus 
feinen kleinen Nadeln bestand; die Ausbeute betrug etwa 0.7 g. 
Im Kapillarrohre erhitzt, schmolz sie bei 130° (unkorr.) 

Das Kupfernitrat: Zur Darstellung des Kupfersalzes wurde 
ein Teil des Nitrates in wenig Wasser geldst, mit einem Uber- 
schub yon Kupferhydroxyd versetzt und gekocht. Das dunkelgrine 
Filtrat wurde stark eingeengt und im Vakuumexsikkator stehen 
gelassen. Es schied sich dabei ein kugelformiges Aggregat yon 
dunkelgrtinen Nadeln aus, die im Kapillarrohre erhitzt, bei 116° 
schmolzen und bei 228" sich zersetzten. Fur die Analyse wurde 
das Kupfersalz im Vakuum bei 100° getrocknet. 

0.1005 g Substanz gaben 0.0147 g CuO=0.01175 g Cu. 
Fir Argininkupfernitrat: (C,H, ,N,O,),.Cu(NO,),. 
Berechnet: 11,869%Cu. Gefunden: 11.69% Cu. 


ITF. Die durch Silbernitrat und Barythydrat nicht 
filibaren Basen (Guanidin und Cholin). 


Das Filtrat vom Silbernitrat- und Barythydrat-Niederschlage 
wurde nach dem Entfernen des Silbers durch Salzsiure und des 
Barytes durch Schwefelsiure, mit Schwefelsiiure stark angesauert 
und mit Phosphorwolframsiure gefallt. 

Die aus diesem Niederschlag erhaltene alkalische Flussigkeit 
wurde mit tiberschiissiger Salzsiure angesiiuert, eingeengt und dann 
im Vakuumexsikkator stehen gelassen. 

Die so erhaltene hygroskopische Kristallmasse wurde in abso- 
lutem Alkohol aufgenommen, wobei alles auBer geringer Menge 
des anorganischen Salzes in Losung ging. 
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Die alkoholische Losung wurde mit alkoholischer Sublimat- 
lisung gefillt. Die Quecksilberdoppelsalze wurden mit Schwefe'- 
wasserstoff zersetzt ; die gewonnenen Chloride im Vakuumexsikkator 
stehen gelassen, wobei sich farblose hygroskopische Nadeln aus- 
schieden. 

Das Chloraurat. Das Chlorid wurde in das Chloraurat wber- 
gefuhrt. Das Chloraurat bestand aus orangegelben Blattchen mit 
dem Schmelzpunkt 256°. 

Fur die Analyse wurde das Priparat im Vakuum bei 100° 
getrocknet. 

0.1464 g Substanz gaben 0.0652 g Au. 


Fir Cholinchloraurat: C,H,,NOCI. AuCl,. 
Berechnet: 44.4297 Au. Gefunden: 44.539¢Au. 


Die Mutterlauge des Quecksilberniederschlags wurde durch 
Schwelelwasserstoff vom Quecksilber befreit, stark eingeengt, 
dann im Vakuumexsikkator stehen gelassen, wobei sich farblose 
Kristalle ausschieden, welche in Alkohol, Ather léslich. waren. 

Zur Darstellung der freien Basen aus dem Chlorid wurde 
dasselbe in wiisseriger Losung mit Silberoxyd behandelt. Nach- 
dem das Chlorsilber abfiltriert und eine geringe Menge geldsten 
Silbers mit Hulfe von Schwefelwasserstoff entfernt worden war, 
wurde die alkalische Losung auf ein geringes Volumen eingedun- 
stet, dann mit Kohlensaure gesiittigt, wobei sich alkalische quadra- 
tische Siulen ausschieden. 

Die beim Zusammenschmelzen von Carbonat mit Harnstoff 
entstandene Masse wurde im Wasser geldst, mit Kupfersulfat und 
Natronlauge versetzt, wobei sich eihe rosenrote Farbung ergab. 

Das Chloraurat: Ein Teil des Chlorides wurde in das 
Chloraurat wbergefiihrt. Das’ Chloraurat bestand aus. orangegelben 
Nadeln. 


Bei der Analyse lieferten die bei 100° getrockneten oe 
folgende Zahlen : 


0.2730 g Substanz gaben 0.1362 g Au. 
Fiir Guanidinchloraurat: CH ;N,. HCl. AuCl,. 
Berechnet: 49.42% Au. Gefunden: 49.899% Au. 
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Das Pikrat: Das aus einem Teil des Chlorides dargestellte 
Pikrat bildete gelbe Nadeln, die bei 280° noch nicht schmolzen. 


ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE. 


Aus 20 kg frischen Frichten wurden gewonnen : 


Adenin wenig 
Arginin (als Nitrat) 0.72 
Cholin wenig 
Guanidin (als Chloraurat) ca. 0.52 


Zum SchluB méchte ich Herrn K. Izumi ftir seine Hilfe bei 
dieser Arbeit meinen besten Dank aussprechen. 
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STUDIES ON THE FATTY SUBSTANCES OF TUBER- 
CLE BACILLI AND THEIR ACIDPROOF 
STAINING PROPERTY. 


By 
RYOICHI KOGANEI. 


(From the Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, Tokyo 
Imperial University. Director: Professor 8S. Kakiuchi.) 


(Received for publication, June 6, 1922.) 


Although there have been a lot of investigations conducted by 
many authors on the chemistry of tubercle bacilli owing to their im- 
munological interest, their results, to our regret, were quite con- 
tradictory. 

Researches upon their alcohol-ether extract is especially full 
of interest, as it contains an acid proof staining substance, the 
chemical nature of which has never been decided. In his pre- 
liminary work upon the substances contained in the tubercle 
bacilli, Hammerschlag (1891) once reported that he could extract 
by means of ether and alcohol about 27,2%% of fatty substances 
from dried bacilli, and recognized the presence of fat and lecithin 
among them. Aronson (1898), who furnished a considerable 
amount of work in this line, proposed then the presence of wax. 
De Schweinitz and Dorset (1902) published a paper on the 
composition of tubercle bacilli derived from various animals and 
called attention to the different content of extractive substances 
from yarious sources. They regarded the large percentage of 
phosphoric acid present in the ash as probably due to lecithin or 
nucleoproteids in the germ cells. After several years it was declared 
by Panzer (1912) and Tamura (1913) that the phosphatid in 
tubercle bacilli is not lecithin. 

On the other hand, new substances such as mycol (Tamura, 
1913), hyalinol (Goris, 1920) and cerolipoids (C,H»,0,, C;Hin-:O) 
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(Birger, 1917) were isolated, the last substances having been 
not fully confirmed by subsequent investigators. 

There are however possibilities enough that many substances 
were hitherto regarded as special constituents, owing to contamina- 
tion by some impurities and consequently their quantitative pro- 
portion remains undecided. 

Under these conditions I thought it not worthless to separate 
the lipins contained in tubercle bacilli to their chemical unit by 
the recent method of separation and to estimate the quantitative 
relation of each constituent. Finally I tried to determine which 
of the fatty substances is the owner of that peculiar staining 


property. 


MATERIALS. 


The growth of tubercle bacilli on glycerin broth, prepared by 
the addition of potato extract, was very luxuriant. Its 53 days 
culture, washed with water, dried at 80° for a day, was kept in 
the’ desiccator over sulphuric acid, until it reached the constant 
weight. 8,284, 10,775, 8,980 em. from the substance were used 
in each of the first three analyses. 

Finally 16,146 gm. of dried bacilli erown on the following 
synthetic medium were analysed. 


distilled water 1000 ce. 
glycerin (Price) 20" cc. 
sodiuin glutamate 5 gm. 
magnesium citrate 2,5 gm. 
magnesium sulphate 0,6 gin. 
sodium phcsphate 3 gm. 
potassium phosphate 4 9m. 


METHODS OF SEPARATION. 


ry ° - 
Yo isolate the substances which are soluble only in hot alcohol 
and separate out on cooling as much in pure state as possible the 
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extraction with cold alcohol was tried at first. The dried bacilli 
were first extracted 3 times with 200 times cold alcohol, each under 
constant shaking for 3-5 hours. 

Subsequent extractions were made with hot alcohol and hot 
ether in Soxlet’s apparatus for 5-7 hours. On cooling the hot 
aleohol extract a certain amount of deposit (I) was obtained, which 
was separated by filtration. The mother liquor, was combined 
with the first cold alcohol extract and hot ether extract, and 
concentrated under reduced pressure. 

The residue was taken up in absolute ether, and the undis- 
Solved part, which was quite small in amount, was combined 
with (I). The ethereal solution, after clearing by means of an 
asbestos filter was again concentrated to a syrupy state, and was 
treated with aceton, which dissolved out only fats and fatty acid 
(II), phospholipins (IIT) remaining undissolved. 

The solubility of each fatty substance to various organic 
solvents varies noticably by contamination with another fatty 
substance. For instance, the aceton soluble portion gives after 
evaporation of aceton a considerable ..amount of residue by the 
addition of pure aceton, which must be regarded as phospholipin. 
For this reason, the separation of fatty substances by their physical 
properties is a matter of great difficulty and we can only obtain 
them in a fairly pure state alter several repetitions of the same 
procedure. 

After each of the constituents was thus almost purified, the 
substances with similar properties from various fractions were 
combined and the whole was regarded as a chemical unit. 

To prevent any decomposition or oxydation the solution was 
evaporated always at a low temperature and under reduced 
pressure. 


I. The portion which separates out from hot alcohol 
on cooling. 
When ether was added to this portion, much of the substance 
remained insoluble and gave a white powdery substance amount- 
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ting to about 7-8 of the total extractive substance. Portion 
soluble in ether. was insoluble in aceton and combined with (II). 

The residue was hydrolysed with baryta (Looening and 
Thierfelder, 1911) and filtered from the insoluble part. 

A. Filtrate. 

A small part of the filtrate was evaporated and the residue was 
taken up in a little alcohol. On addition of platinum chloride it 
separated out a precipitate, which showed definitely the presence 
of choline. 

In aliquot parts of the filtrate, nitrogen and phosphorus were 
estimated, the former by microkjeldahl method of Folin (1912) and 
the latter by the method of Iversen (1920). 


Analysis I: 
Nitrogen, 0,063 mg. 
Phosphorus, 3,15 cc. of N/25 NaOH were required for neutralisation, 
corresponding to 0,14 mg. P. 


NePekel 
Analysis IT: 


Nitrogen, 0,093 mg. 
0,100 mg. 
Phosphorus, 
5,28 cc. of N/25 NaOH were required ie. 0,235 mg. P. 
BOD OCs ahcsc'e.n, 2 Nahe stot sil en USUSA eS tee eee 0,227 mg. P. 


average N;P=0,93: 1. 


As it was shown that by Baryta hydrolysis of sphingomyelin 
only choline and phosphoric acid go into the watery solution, the 
presence of sphingomyelin is highly probable. This diaminophos- 
pholipin, sphingomyelin, is distinguished by its solubility from a 
diaminophosphatide, which had been isolated by Tamura (1913). 

B. The residue of baryta hydrolysis was extracted with hot 
aceton for 10 hours. On keeping this aceton solution at 0°C. over 
night, a precipitate separated out, which was again dissolved in 
hot alcohol. 

The alcoholic solution, when gradually cooled, became turbid 
at 53° and at 30° white flaky deposit was formed in abundance. 
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The precipitate, which gave the mucie acid reaction, was 
boiled for several hours with 159% sulphuric acid (Thudicum 1882) 
and filtered. 

The mother liquor, after the removal of sulphuric acid by 
means of baryta, and the excess of barium by current of carbon 
dioxyde was filled up to 100 ce. exactly and its reducing power 
was estimated, which corresponds, calculated as glactose, to 10% 
of dried material. 

On this account, we can rightly assume that the glycolipin 
(probably both of phrenosin and kerasin) formed the greater part 
of this substance. 

The hyalinol, recorded by Goris (1920, ii), bore much resem- 
blance to Glycolipin, and was soluble only in hot chloroform and 
was almost insoluble in other organic solvents, but its elemental 
analysis was said to give no nitrogen content. 


If. The aceton soluble portion. 


The brown-coloured sticky substance amounted to 45-49% of 
the total fatty substance. 

Estimated by the method of Mottram (1910) this portion 
contains the free fatty acid in 21%, and combined fatty acid in 
439 of its weight. The saponification was performed by 10 hours 
heating with sodium alcoholate in alcoholic medium. 

There was neither Liebermann’s nor digitonin (Windaus, 
1910; Thaysen, 1914) reaction observed before or after the 
saponification. Thus the presence of cholesterol and its ester is, 
contrary to the statement of Baudran (1906) and Fontes (1909), 
highly improbable (Hammerschlag, 1819; Aronson, 1898; 
Panzer, 1912). 

After the extraction of fatty acid from acidified 509% alcoholic 
solution by shaking with petrol ether, the alcoholic portion was 
concentrated and the residue wa3 heated with potassium bisulphate. 
With the distinct acrolein reaction (Ruppel, 1898 ; Bulloch and 
Macleod, 1904) it is highly probable, that the fat had been 
contained principally in the form of glyceride. 
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III. The ether soluble, aceton insoluble portion. 


The portion amounting to 30-3399 of total fatty substance 
was almost insoluble in cold absolute alcohol. 

A. By the purification of this portion both with ether and 
alcohol we obtained only traces of a brown-coloured mass, which 
was soluble in alcohol, but gave no precipitation by the addition 
of cadmium chloride. As the substance contained no phosphorus 
the presence of Jecithin in tubercle bacilli (Kresling, 1901; 
Baudran, 1906; Auclair et Paris, 1907 and 1908; Takenaka, 
1905) is very doubtful. 

B. The alcohol insoluble portion was fairly soluble in ether 
and characterised by its fluorescence. With water this substance 
formed partially a colloidal solution, in aliquot part of which 
about the same number of molecules of nitrogen and phosphorus 
were contained. 

Analysis I. 
Nitrogen, estimated by Folin’s microkjeldahl method, 
0,405 meg. 
0,415 mg. 


Phosphorus, estimated by ‘Iversen’s method (1920), required for 
neutralisation 22,2 cc. of N/25 NaOH, ie. 0,99 mg. phosphorus, 


Nie 092 
Analysis IT: 


Nitrogen, 
0,044 mg. 
0,039 mg. 
(standard solution was 10 times diluted). 
Phosphorus, 


2,2 cc. of N/25 NaOd were required corresponding to 0,097 mg. P. 
DAS ay. - 0,100 mg. P. 


average N: P=0,93 : 1. 


From what we have seen, there is no doubt about the presence 
of kephalin in this fraction. 
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0,59 gm. of this substance, however, yielded only 4,37; 4,44; 
4,40 mg. of phosphorus, which amounted only to 1/5 of the 
calculated value, 22,6 mg. Hence the 4/5 of the whole substance 
must consist of another substance. 

When it was saponified with sodium ethylate for a long time, 
it separated a fatty acid and an unsaponificable substance in the 
proportion of a wax. Perhaps it was nothing but the tubercle 
wax, which has been recorded by many workers (Aronson, 1898 ; 
Ruppel, 1898; Kresling, 1901; Bulloch and Macleod, 1904; 
Fontes, 1909; White and Oswald, 1912; Kozniewski, 1913; 
Much and Muller, 1915). 

According to our investigation, the tubercle wax has a close 
approximation to cetin in its -—physical properties; it is almost 
insoluble in cold aceton and alcohol, quite soluble in cold ether 
and begins to deposit out on cooling from its hot alcoholic solu- 
tion at 57°. 

Being thus also similar to kephalin in its solubility, it was 
quite impossible to separate these two substances. 

Next 0,118 gm. of this substance, which was supposed to 
consist of 1/5 part of kephalin and 4/5 part of wax, was saponi- 
fied with sodium ethylate for 10 hours and the fatty acid thus 
freed was estimated by the method of Mottram. 

Repeating the same -procedure three times 0,0211, 0,0174 and 
0,0069 em. of fatty acid were obtained respectively, amounting in 
total to 88,59 of the original material. 

If we presume the tubercle wax to be a compound of mycol 
and laurie acid (Goris, 1920,i) we find that the total amount of 
fatty acid ought to be 40%, which gives a fairly approximate 
coincidence with our result. The chemical analysis of the finally 
remaining unsaponificable substance, which yet formed in contact 
with water a colloidal solution, was not studied owing to the lack 
of material. 

The results of my four analyses, giving the weight of each 
constituent in the perfect dry state, are shown in the following 


tables. 
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TABLE 1 


xtracti ubstanc 
Number of Nature of sere bs Eee ae ‘f 
experiment medium bacilli taken gm. % 
al: 8,284 1,84 22,2 
a Glycerin broth 10,775 2,35 21,8 
3 8,990 1,79 20,0 
4, pape 16,146 2,32 14,4 
medium 
TABLE IL 
The composition of the extractive substance. 
INGEN bent UEOrat Aceton soluble portion Kephalin Deposition from hot alcohol 
of extr. and oe 
exp. subst. total pes eee wax. GEM oe glyocol. 
ale 1,8t 0,78 — —_ 0,18? 0,34? —_— — 
(42,59%) (9,79%)| (18,596) 
2. 2,35 1,16 0,38 = 0,47 0,20 0,15 0,04 
(49,5) (20,029), (8,69¢) 
0,19 
3. 1,79 0.89 (free) 0,16 0,59 0,13 == = 
z 0,38 (383,09) (7,19) 
(49.76) (comb. ) 3 
4, 2,32 1,04 0,58 0,08 0,73 0,29 0,13 0,07 
(45,096) (32,026), (8,56) 


The figures given in the table are the sum of the purified 
substance obtained in different fractions and it is quite inevitable 
that they denote only a minimal value. 

The four substances above mentioned, phrenosin, kerasin, 
sphingomyelin and kephalin, have never been recorded as the 


constituents of tubercle bacilli. 
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On THE AcIDPROOF STAINING PROPERTY. 


It was generally accepted that the peculiar staining substance 
is a lipin in its nature. 

Hammerschlag (1891) proposed, however, that this property 
depends only on the special mode of combination of protein with 
cellulose, while Helbing (1900) attributed it to chitin and 
Kozniewski (1918) thought it hemicellulose. Their arguments 
were based on the fact, that the tubercle bacilli, even after 
thorough extraction with alcohol and ether, retained somewhat 
their acid proof character. 

It is quite true that, also in our case, the insoluble residue 
obtained by a repeated extraction retained even after Gabbet’s 
treatment succeeding the staining with Ziehl-Neel]sen’s solution 
its rose colour. The intensity of colour, however, was markedly 
tempered in contrast to the bacilli before extraction. (On the 
contrary Much’s granula were coloured purple intensively.) And 
it is rather reasonable that the fatty substance have not been 
thoroughly removed by our above mentioned extraction. 

Tamura (1913) obtained also a small amount of fatty sub- 
stance with this staining property from the residue of extraction 
by the treatment with 30% sulphuric acid. The extraction of 
lipins was moreover accomplished by Ritchie (1905) by means of 
benzol, and by Aronson (1910) with trichloraethylen, the residue 
of their extraction showing no further peculiar staining property. 

The lipins which have always been proposed as the owners of 
acid proof staining property by many authors are as follows: 


Authors. year. Acidproof staining substances. 
Koch 1891 ether and hot alcohol soluble portion. 
Weyl ye residue of repeated treatment with dilute hot 
caustic soda. 
Klebs 1896 fats alone. 


02 2 
Aronson 19 | unsaponificable part of wax, aliphatic alcohol. 


Dorset & 1906 
Emery 
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Ritchie 1909 — fatty and waxy substance. 

Fontes es ether and xylol soluble substance, which 
separates out by adding alcohol. 

Deycke 1910 fatty acids. 


Much & a Si, ee "a 
Deycke %9 a lipoid, probably a fatty acid. 


Tamura 1913 = mycol. 
Bergel 1915 wax, which forms the mantle of bacilli. 
Vaudremer 1921 a sort of triglyceride. 


As I believe that every constituent of tubercle bacilli was 
isolated to its chemical unit by our processes mentioned above, J 
attempted to examine the acidproofness of each of the single 
substances. 

For the purpose, a small piece of the specimen was fixed on 
the slide by means of the diluted egg white and stained with 
Ziehl-Neelsen’s solution for five minutes under slight warming. 
To decolorise the slide the 39 alcoholic solution of hyhrochloric 
acid was used instead of Gab ae solution, as the latter was 
shed by waxy matters. 

Among the constituents of tubercle bacilli isolated by us, it 
was found that only the ether soluble, aceton and alcohol insoluble 
portions, ie. the mixture of kephalin and wax has this peculiar 
staining property. 

To determine which of both is the owner of this property 
further saponification was undertaken with sodium ethylate for 
more than 20 hours. As the unsaponificable substance obtained 
by this treatment retained the acidproof staining character, this 
substance was emulsified with boiling water for several hours, and 
the main colloidal solution was separated from waxy matters 
floating on the surface. re 

When the colloidal solution was concentrated and dried, it 
could be definitely shown that it was the substance of acid 
resistancy. On the other hand, the waxy substance, which lacked 
phosphorus and seemed to belong to an aliphatic alcohol did not 
display such a property. 


Fatty substances of tubercle bacilli. 363 


For comparative study kephalin was isolated from ox brain 
_and was found to give also this reaction very distinctly. Shaking 
its ethereal solution with diluted Ziehl’s solution, it was just as 
intensely coloured, as kephalin isolated from tubercle bacilli. On 
the other hand, any of the fatty substances as cetin (purified 
from walrat) beewax, lard, palmitic acid (Merck) glycolipins 
(from ox brain) gave no acidproof staining property by the same 
method. 

From these experiments, it may be concluded, that kephalin is 
the only substance whien is responsible for the acidresistant 
staining property of the tubercle bacilli. 


JONCLUSION. 


1. The fatty substances of tubercle bacilli contain phrenosin, 
kerasin, sphingomyelin and kephalin, besides neutral fat and fatty 
acids. The former four substances have never been reported as 
ingredients. Their quantitative proportions are given in tabular 
form. 

2. It was proved by our experiments that the acidproofness 
of tubercle bacilli was only due to kephalin, though many pre- 
cedent authors proposed fats, fatty acids or wax (and aliphatic 
alcohol) as the owner of this property. 


The writer wishes to thank Professor S. Kakiuchi for advice 
throughout the course of the investigation. 
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THE PROLAMIN OF COIX LACRYMA L. 
By 
GISABURO HATTORI axnp SHIGERU KOMATSU. 


(From the Biochemical Laboratory, Institute of Chemistry. College of Science. 
Kyoto Imperial University.) 


(Received for publication, June 6. 1922.) 


The alcohol-soluble protein of Hato-mugi, Coix lacryma L., 
has already been studied by S. Yoshimura and N. Sagara 
(1919). They prepared the protein, extracting the meal with 
70% alcohol at 60° and determined the percentage of amino-acids 
in the crude protein by the usual method. 

For this prolamin contains a relatively high percentage of 
leucine and tyrosine compared with the gliadia of other -cereals ; 
they have distinguished it by calling it coicin. 

In their experiments, however, finding that the actual percentage 
of the basic amino-acids is not in harmony with the calculated 
value from nitrogen distribution in the protein, the authors has 
undertaken the present experiment to ascertain the true nature of 
the pure protein. 

The material used for this experiment consists of Hato-mugi 
kernels and was bought in market overt in Osaka. 

The kernel entirely free from bran, was greenish white, and 
the meal was prepared by one of the authors. The composition of 
this meal (A) thus obtained together with the results (B) of another 
sample prepared from seeds grown at Yodo near Kyoto, in a 
wild state, gathered by one of the authors at the end of October, 


are given below : 


(A) (B) 
Water 11.52 12.33 
Ash 1.84 7.06 


Protein N (2.89) (2.92) 
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Crude protein 18.49 18.68 
Crude starch 57.38 50.66 
Soluble non-nitrogenous matter 8.61 4.93 
Crude fat 2.47 4.69 
Crude fibre ee, 7.42 

Total 108.03 105.77 


The following experiments were carried out with fat-free 
material extracted with petroleum ether a3 usual. 

The authors, first tried to extract a protein from 100 gm. of 
the meal by shaking it for 3 hours in water, 10% sodium chloride 
and 5% barium hydroxide solutions successively, but a nitrogen 
determination by Kjeldahl’s method showed that only traces of 
protein were thus extracted as shown in the following analysis : 


Water extract: 0.8 gm. protein (N x 6.45) 
10% NaCl extract : 0.25gm. ,, ‘Gooe -) 
59% Ba(OH), extract : 0.5 gm. 33 (See) 


From these experimental results, the authors came to the con- 
clusion that the meal contains small quantity of proteins other 
than prolamin. 


PREPARATION OF PROTEIN SOLUBLE IN DILUTE 
ALCOHOL, COICIN. 


One part of the meal was extracted with 15 parts of 859% (1), 
809% (II) and 709% (IIT) alcohol at various temperatures for 5 
hours and the supernatant liquid was decanted and the residue 
squeezed nearly dry, The nitrogen content in the extracts after 
filtering perfectly clear, was determined by Kjeldahl’s method: 


Nitrogen 4 Protein Total 
Same em. % gm. % protein 
(1) 90 gm. extract: 0.088 0.1° 0.56 0.62 ) 16.13% 
(ordin. temp.) |residue: 2.181 13.99 } 
90 gm. extract: 0.152 0.17 0.97 1.08 | 15.39 
(50°—60°) residue ; 2.012 12.88 | 
90 gm. extract: 0.731 0.81 4.68 5.2 slot 
(75°—80°) residue: 1.491 9.57 ioe 
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(II) 350 gm. Weenie 2.54 0.72 16.22 4.6 ) 15.2 
(78°) residue: 5.75 36.82 } 

(IIT) 300 gm. (eee 1.72 0.57 IDOL 23.7 ~) 15,02 
(78°) residue : 5.32 34.05 ‘ 


The most succeessful preparation of coicin as seen in the fore- 
going table, was obtained by extracting the meal with 809% alcohol 
below 80°, precipitating the protzin after conventrating the golution 
under reduced pressure, pouring into water ; redissolving it in 80 % 
alcohol at 70°, filtering through silk cloth, concentrating and then 
reprecipitating with water. After repeating the reprecipitation 4 
times, the protein dissolved in 80% alcohol, and the concentrated 
solution was poured into absolute alcohol. 

The pure protein, thus obtained, was digested with absolute 
alcohol for 2 months and then treated with absolute ether. After 
filtering off the ether, the prolamin was placed in a vacuum 
desiccator over paraffin to remove the ether and dried at 100° in 
a vacuum tube. 

The pure protein, thus prepiwed, was a yellowish brown 
powder, containing 0.69% of ash. 

1) 0.1448 gm. (ash free) sub. gave 0.2792 gm. CO, & 0.086 gm. H,O 


2) 0.0847 ,, 0.1655 ,, 0.052 ,, 
3) 0.1117 ,, @.213 ,, 0.0672 ,, 
4) 0.5912 ,, 0.0613 gm. BaSO, 
5) 0.4255 ,, 0.0251 gm. BaSO, 
6) 0.0972 ,, 0.01558 gm. N (Kjeldahl’s method) 
7) 0.0805 ,, 0.01345 _,, 
8) 0.0688 O01 ;, 

I i Ii LOY W VI VII VIII mean 
C 52.59 53.29 6201 52.63 
H 6:65) Gi8%) {6-73 6.75 
N 16,03 LG. lee (LOM GIG! 
S 1.44 0.81 1.12 
O 22.89 


DISTRIBUTION OF NITROGEN. 


To determine the distribution of the nitrogen in the pure 
prolamin by T. B. Osborne and J. F. Harris’ method (1903), 
about 1 gm. protein was heated with 50 ce. of 20% hydrochloric 
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acid for 10 hours. The results together with those published by 
Yoshimura and Sagara (Y-S) are given below: 


Authors Y-S 
In percentage of In percentage 
Protein total Nitrogen| of total N 
Humine N 0.1 
Ammonia N 3 32 19.82 24.26 
Basic N 0.94 4,44 8.18 
Non-basic N 0.23 1.39 
Mono amino N 5.50 32.81 62.56 
Othe NN 6.95 41.54 
\(by difference) 
Total 16.84 100.00 100.00 


CONTENTS OF SOME AMINO ACIDS. 


Analysis of basic amino acids and tyrosine of pure coicin was 
made by the usual method, 8.6455 gem. of protein being taken. 

The determination of nitrogen of basic amino acids was made 
by both the van Slyke and Kjeldahl’s methods: 


Authors 
Amino acids Y¥—S 
Van Slyke’s m.| Kjeldahl’s m. 


9% 9 a 
Arginine N 0.0301 2.13 0.0441 3.07 1.70 86.00 
Histidine N 0.0062 0.43 0.0056 0.39 015 11.31 
Lysine N 0.0072 0.50 0.0126 0.88 = 2.96 
Total 3.05 4.34 100.¢0 


2.91 em. of crude tyrosine was obtained from which 1.458 om. 
pure compound was isolated. 
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Quantities of glutamic acid and leucine were determined as 
usual, using 4.5828 gm. of the pure protein; and 1.181 gm. pure 
glutamic acid hydrochloride (0.9462 gm. glutamic acid) and 0.6028 
em. esters of amino-acids, boiling at 835—125°, 10—11 mm. He., 
were obtained. 

0.1877 gm. pure leucine, which gave 0.01975 gem. N. by 
Kjedahl’s method, 10.52% N, (theoretical value for C;H,,NO,: 
10.65%), was isolated from 0.4558 gm. free amino acid mixture 
prepared by saponifying the ester above described. 

0.1343 gm. of glutamic acid hydrochloride gave 0.0107 gm. N. 
by Kjeldahl’s method, 7.98% N, (theoretical value for C;H,)NO,Cl : 
7.63%). 

The percentage composition of amino-acids in Hato-mugi is as 
follows : 


Amino-acids 


Glutamic acid 20.65 9% 
Leucine 4.10 
Tyrosine 1.46 
Arginine 0.20 
Histidine 1.88 
Lysine 0.76 
SUMMARY. 


1. The prolamin of Hato-mugi has been isolated in pure state 
and analysed. 

2. Results indicate that it contains glutamic acid, leucine, 
tyrosine and the basic amino-acids, arginine, histidine and lysine 
and that it resembles the prolamin of oats. 
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UBER DIE ALIMENTARE BLUTZUCKERSTEIGERUNG 
DES GESUNDEN BEIM GEWOHNLICHEN LEBEN. 


Von 
a 


KOZO SAKAGUCHI, TOSHITANE MATSUYAMA unp KAZUO WATANABE. 
(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. Ryokichi Inada, 
Kaiserliche Université! zu Tolcyo.) 


(Eingegangen am 17, Juni 1922.) 


Wir nehmen taglich relativ viel Kohlenhydrat. Welcher Grad 
Hyperglykimie beim gesunden Japaner nach der Mahlzeit 
gewohnlich zustande kommt, ist wissenschaftlich wie praktisch von 
grossem Interesse. Die genaue Kenntnis davon gibt eine wert- 
volle Unterstutzung fur die Forschung der Kohlenhydratstoffwech- 
selpathologie u. z. fur die der Behandlung der Zuckerkrankheit, 
und doch gibt es keine Untersuchung davon bis heute. Wir 
haben diese Frage aufgenommen. 

Weil diussere Umstiinde uns nicht erlaubten, an unseren Unter- 
suchungspersonen an einem Tage dreimal bei jeder Mahlzeit die 
Veranderung des Blutzuckergehaltes zu untersuchen, so haben wir 
die Untersuchung moglichst zu solcher Zeit ausgefuhrt, wo die 
Hyperglykimie am stirksten ausfallen sollte, um zu sehen, wie 
stark der Blutzuckergehalt auch physiologisch nach der Mahlzeit 
haufig ansteigen kann. 

Bekanntlich hingt die Starke der alimentiren Hyperglykamie 
einerseits von der zuckerassimilierenden Kraft der Untersuchungs- 
personen und anderseits von der aufgenommenen Nahrungsmenge 
ab. Obwohl beim Diabetiker die Assimilationskraft fur Kohlenhy- 
drat in den meisten Fallen am Morgen am schlechtesten gefunden 
wird (Naunyn 1898, Sakaguchi 1918 ii, 1920), so soll sie 
doch nach Sakaguchi (1918 i) beim Gesunden keinen nennens- 
werten Unterschied zeigen, wenn das Intervall jeder Mahlzeit 
nicht zu kurz gebalten wird. 
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Bevor wir in die eigeutliche Untersuchung eingingen haben 
wir zuerst die Assimilationskraft fur Zucker an einigen Kohlenhy- 
dratstoffwechelgesunden an einem Tage dreimal bei jeder Mahlzeit 
durch Verabreichung derselben Kost—Sakaguchis Probekost= 
100g Reis und zwei Huhnereicr (Sakaguchi 1922)—vergleichend 
untersucht, weilin Sakaguchis Arbeit eine solche systematische 
Untersuchung fehlt. Die einzelnen Daten sind im folgenden tabel- 
larisch verzeichnet. In vorliegender Arbeit wurde der Blutzucker- 
gehalt stets durch Bangs Mikromethode bestimmt. 


TABELLE I. 

Name, Alter, Geschlecht KW. 28. j. G.| K-K. 27. j. SS. N. 23 7. G.| SN. 345. S. 

~ ae Verdacht auf 

Diagnose gesund gesund gesund Kleinhirn- 

He he oe SO ae 
Datum 1922 19, TL. 26. III. 26 III. TOS ThE 

Vor dem Friihstiick 0.097 0.080 0.079 0.093 
4 Std. n. d, Essen 0.118 0.123 0.108 0.124 
aks See Bae © 60 0.106 0.105 0.093 0.099 
1G 53 ep me 0.111 0.094. 0.081 0.102 
OO moe Se 0.102 0.096 0.091 0.097 
(ioe 4Std nd Frihetex)| 222 0.090 0.080 0.097 
+ Std. n. da. Essen 0.118 0.129 0.113 _ 0.100 

ee 0.104 0.116 0.100 0.101 . 
Ue os gy oy oy 0.100 0.101 0.098 0.100 
PEST eran Teac 0.102 0.095 0.091 0.099 
(ctwa 5 Sid. ma. Mittagessen)| 9208 mos #087 0.090 
4 Std. n d. Essen 0.116 0.182 0.109 0.117 
SO et EA 0.107 0.117 0.108 0.097 
Te Sets 0.099 0.114 0.096 0.098 
P abiie wehieay. 1 fags : 0.097 0.104 0.098 0.099 


Wie die Tabelle zeigt, war die Assimilationskraft gegen Kohlen- 
hydrat in allen unseren Fiillen bei jeder Mahlzeit fast gleich. 
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Aus diesem Resultate wie aus den oben zitierten Arbeiten von 
Sakaguchi glaubten wir, dass die Zucker assimilierende Kraft 
beim Gesunden gewohnlich bei jeder Mahlzeit keinen nennenswer- 
ten Unterschied zeigt, wenn irgend ein besonderes Moment, wie 
psychischer Reiz, sie nicht beeinflusst. Hieraus folet, dass die 
alimentaire Hyperglykiimie beim Gesunden wesentlich nur von der 
Grosse der Nahrungsaunfnahme abhingt. Bekanntlich ist sie 
beim Fruhstiick bei sehr vielen Leuten im Vergleich mit dem 
Mittag- und Abendessen relativ klein. Die Studenten, welche den 
Hauptteil unseres Untersuchungsmateriales ausmachten, sind zu- 
meist gewohnt, am Abend die grésste Mahlzeit z haben. Bei 
dieser Sachlage sollte die stiirkste alimentire Hyperglykimie bei 
der uberwiegenden Mehrzahl unserer Fille nach dem Abendessen 
zustande kommen. Wir haben also im folgenden Versuche die 
Untersuchung wesentlich am Abend, nur in vereinzelten Fallen am 
Mittag und ausnahmsweise am Morgen ausgefthrt. Dabei haben 
wir die Versuchspersonen die Nahrung ganz freiwillig aufnehmen 
lassen, nur mit der Anforderung, dass sie so viel essen sollten, als 
sie in ihrem gewohnlichen Leben alltiglich aufzanehmen gewohnt 
sind. Uber die Gewohnheit zu viel oder ungewohnlich zu wenig 
zu essen, wurde verboten. Es wurde gekochter Reis (Hauptkost) 
mit kohlenhydratarmen Beilagen gegeben. Obwohl 100 g lufttroc- 
kener Reis nach dem Kochen zumeist etwa 270 g wiegt, so kann 
die letzte Zahl doch mit dem Wassergehalt des gekochten Reises 
nicht unbedeutend schwanken. In nachfolgender Tabelle IT habe 
ich also nur einfach die aufgénommene Menge des gekochten 
Reises angegeben, ohne sie in Kohlenhydratmenge umzurechnen. 
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Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, erreicht der Blutzucker- 
gehalt gewohnlich 3 Stunde nach dem Essen den hochsten Wert 
und nach 2 Stunden sinkt er schon stark herab, wenn er auch in 
den meisten Fallen noch etwas hoher bleibt als im nichternen 
Zustande. Bei Fallen mit stiirkerer Hyperglykimie wird das Maxi- 
mum der Blutzuckerkurve sehr hiiufig etwas verspiitet gefunden. 

Was den maximalen Anstieg des Blutzuckergehaltes anbetvrifft, 
wurde die folgende Tabelle der Ubersichtlichkeit halber aus der 
vorangehenden ausgearbeitet. 


TABELLE III. 


"Roa ae ee eee bree Be Zahl der Fille | Fille mit Glykosurie. 
unter 0.100 a 0 
0.101 — 0.110 3 
0.111 — 0.120 
0.121 — 0.130 10 
0.131 -- 0.140 10 1 
0.141 — 0.150 13 
0.151 — 0.160 
0.161 — 0.170 3 
0.171 — 0.180 0 
0.181 — 0.190 4 t 
0.191 — 0.200 0 
iiber 0,201 2 1 
56 3 


Aus der Tabelle ersieht man, dass die Blutzuckersteigerung 
nach dem Essen in tiberwiegender Mehrzahl der Fille unterhalb 
von 0.15% bleibt und der Wert zwischen 0.12 und 0.159% am 
hiiufigsten erreicht wird. Die Hyperglykiimie wher 0.16% gehort 
aber gar nicht zu den Seltenheiten. Bei Untersuchung an 67 
Versuchspersonen (einer dayon—Diabetiker—aus den Tabellen aus- 
gelassen s. u.) haben wir 10mal solche Faille getroffen. Beim 
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Auftreten der starken Hyperglykimie sollte gefragt werden, ob der 
Fall wirklich gesund oder leicht zuckerkrank sei. Unter 8 Fallen 
mit der Blutzuckersteigerung wher 0.179% (eingeschlossen 0.169% ) 
konnten wir an 4 Personen diese Frage durch weitere Untersuch- 
ung entscheiden. Hiner davon hat sich dabei als leicht zucker- 
krank erwiesen. Er wurde also aus den Tabellen ausgelassen. 
Andere 8 Personen zeigten nach Verabreichung von Sakaguchis 
Probekost (100g Reis und zwei Hulhmereier) eine ganz normale 
alimentiire Hyperglykimie, was die Intaktheit ihrer Assimilations- 
kraft fiir Kohlehydrat beweist. Auch bei Harnuntersuchungen, 
welche an diesen Personen spiter wiederholt ausgefihrt wurden, 
fiel die Zuckerprobe immer negativ aus. Nach diesen Befunden 
mussen die Leute als gesund geschitzt werden. In den ubrigen 
nicht speziell untersuchten Fallen bleibt die Frage offen. 

Endlich sei erwahnt, dass in unseren Untersuchungen an 57 
Fallen die Glykosurie an vier Personen beobachtet wurde. Fin 
Fall davon war, wie oben erwihnt, ein Diabetiker und ein 
anderer ein renaler Glykosuriker. Der dritte erwies sich bei 
weiterer Untersuchung als kohlenhydratstoffwechselgesund. Der 
vierte wurde nicht besonders genau untersucht; hier ist also nicht 
sicher, ob er gesund oder krank sei. Aus diesen Befunden kann 
man schliessen, dass die Glykosurie beim Gesunden oft auch nach 
gowohnlicher Mahlzeit auftreten kann, obwohl sie trotz der haufig 
vorkommenden ziemlich starken alimentiiren Hyperglykémie nur 
selten beobachtet wird. 


KURZE ZUSAMMENFASSUNG. 


(1) Die Assimilationskraft gegen Kohlenhydrat ist beim Ge- 
sunden nach allen drei Mahlzeiten fast gleich. Sie zeigt keine 
regelmassige zeitliche Schwankung, wie sie bei Zuckerkranken 
sehr haufig beobachtet wird. 

(2) Bei gewohnlichem Leben des Gesunden tritt die alimen- 
tire Hyperglykamie bis auf 0.159¢ sehr hiufic auf. Stirkere 
Blutzuckersteigerung kommt aber auch nicht selten vor. 
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(3) Die Blutzuckersteigerung erreicht gewohnlich + Stunde 


nach dem Essen ihr Maximum, um danach deutlich abzuklingen. 
Bei relativ starker Hyperglykimie wird der Maximalpunkt hiufig 
etwas verspitet gefunden. Nach 2 Stunden ist der Blutzuckerwert 
in uberwiegender Mehrzahl der Fille noch etwas hoher als in 
nuchternem Zustande. 

(4) Die Glykosurie kann auch beim Gesunden oft nach ge- 
wohnlicher Mahlzeit auftreten, obwohl diese Erscheinung zu den 
Seltenheiten gehort. 
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ON THE BACTERICIDAL ACTION OF HYDROSOL 
OF SILVER: 


By 
MICHIO KUSUNOKI. 


(From the Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, Tokyo Imperial 
University. Director: Prof. 8. Kakiuchi.) 


(Received for publication, June 5, 1922.) 


INTRODUCTORY. 


It has long been known that metallic silver, particularly in 
its finely divided form, has a feeble toxic action on the micro- 
organism. 

Behring (1890), Crede & Beyer (1896) and Messer- 
schmidt (1916) placed small plates of pure metals of different 
kinds on the surface of solid culture medium which was previously 
inoculated with various kinds of bacteria. . After 24 hours incubation 
it was found that a zone free from bacteria was formed around the 
plate of certain’ metals, particularly of silver and copper, while 
in all other places the surface of culture medium was loaded 
with culture of bacteria. They explained this phenomenon as be- 
ing the germicidal property of the metal lactate formed from 
metals by action of lactic acid, which was produced as a metabolic 
product of bacteria. 

Matsunaga (1916) inoculated into animals some bacterial 
suspension together with powdered silver or copper and found that 
the action of the powder was more effective than that of a metal 
plate. 
Nageli, Christian and Saxl (1917) immersed metals of 
various kinds in water for a certain number of hours and after the 
removal of the metal they found that the water retained the bac- 
tericidal power. This phenomenon was ascribed by Nageli to 
oligodynamic action, while Sax1 tried to explain it by some physical 
energy playing on the surface of metals, 
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Since the application of Collargol in surgical treatments by 
Crede (1896), hydrosols of several other heavy metals have been 
introduced into medical therapeutics. 

The bactericidal power of silver hydrosols were studied recently 
by Henri, Monnier-Vinard, Gros (1911, 1912), and others 
who all stated that the germicidal power of colloidal silver did 
not depend so much on the quantity of silver metal as on the size 
of particles. Other numerous experiments in this line [Crookes 
(1911), Spiro (1915), Sax] (1917), Inoue (1918), Plotho (1920), 
Zsigmondy (1920)| and those in the relationship between hydrosol 
of heavy metals and its salt in their influence on enzymic action 
{[Bredig (1904), Ascoli (1909), Izar (1909), Preti (1909)] have 
been leading us to the hypothetical conclusion that the germicidal 
power of colloidal silver depends most likely on the action of ions 
dissociated from the colloidal particles. 

Although there have been numerous investigators who have 
studied the germicidal action of hydrosols of various metals, no one 
has yet carried out any conclusive test to determine the nature of 
this action. The attempt is, therefore, made in the following pages 
to give some experimental results obtained with regard to this 
subject. . 


Tort MrEtTHop AND MATERIALS. 


In all of our experiments the germicidal action of silver sol 
upon coli bacilli was tested. 

The technique. To 10-12cc. of silver sol, pure or admixed 
with other substances, in each of the test flasks of about 20 ce. 
capacity one drop of bacterial suspension was added, shaken wel] 
and allowed to stand for a given time. After placing 1 ce. of the 
mixture in Petri dishes about 12 ce. of liquefied agar of 55°C was 
poured into each of them. The plates, thus obtained, were incubated 
at 37°C for 24 hours, the number of colonies was then counted, 
and recorded. 

Silver sol. Silver sol was preparated by reduction of silver 
nitrate with alkaline dextrine by the method:of Carey Lea (1891), 
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and usedafter dialyzation against distilled water for about one month. 

Bacterial suspension. A loop of 24 hours’ culture of eoli 
bacilli was suspended in about 200 cc. of distilled water and the 
mixture was filtered free from clumps. 


I. JEXPERIMENT ON ELECTROPHORESIS. 


It was found out by means of electrophoresis test that both 
silver sol and bacterial suspension were negatively charged. It is 
therefore quite obvious that in the germicidal action the possibilities 
of mutual precipitation of silver colloid and bacterial suspension 
play no part. 


Il. DIALYSIS AND GERMICIDAL ACTION. 


Four dialysates were obtained by 24 hours dialysis of 10 ce. 
of silver sols of different concentrations with collodion thimbles 
against 100 cc. of distilled water placed in Erlenmeyer flasks. All 
of them exerted a remarkable bactericidal power. Their action, 
however, was extremely reduced by the addition of 4 cc. of N/3000 
NaCl solution to 8ec. of the dialysates, as can be seen from the 
following table. 


TABLE I. 


8ce. of dialysate+4 co. of distilled water 


euawon of Q7 81 243 water 
Ag, sol 
Duration : 
of exposure Number of colonies 

15/ 608 62k 1440 ee) 
30/ 60 316 848 2) 
45/ 10 26 | 400 ee) 
60/ = 4 190 co 

Sce. of dialysate+4cs. of N/3000 NaCl 
15/ | ice) ive) i) oO 
30/ co) ee ee) oo 
45/ Sa) Co) eo) ee) 
60/ oe) a) o') a) 
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It is obyious from the above table that this bactericidal sub- 
stance was diffusible through membrane and nothing more than 
silver ions which had been dissociated from silver sol and its dis- 
sociation was remarkably reduced on addition of sodium chloride by 
the production of far less ionisable silver chloride. As regards the 
mechanism with which the silver ions came apart from the colloidal 
particles of silver sol, there had been no convincing explanation in 
previous reports. ‘To solve this question the following experiments 
were conducted. 


Ill. THE NATURE OF ATMOSPHERIC GASES 


AND GERMICIDAL ACTION. 


As it is quite possible that some gases such as oxygen and 
carbon dioxide in the atmosphere in contact with silver sol may 
play part in ionisation of silver, this question was tested by 
executing the dialysing processes against distilled water in contact 
with the four following gases; the ordinary air, oxygen, carbon 
dioxide and hydrogen. 

The dialysates, obtained in the atmosphere of oxygen and 
especially in the air, exhibited strikingly bactericidal action, while 
those in hydrogen and in carbon dioxide were almost inactive as 
table II shows. 


TABLE IL 


Dialysates were obtained by 24 hours dialysis of 1/10 diluted silver sol. 


ON Gace Ordinary air Oxygen Carbon dioxide| Hydrogen 
Minutes 
ase Number of colonies 
5 1800 2 2 ee 
10 329 1280 x Ko 
20 19 700 co © 
40 — 94 ce) 29 
60 — re fo) co 
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The above table shows clearly that the presence of oxygen in 
the atmosphere induces the production of silver ions into the solution 
quite appreciably while hydrogen or carbon dioxide gas does not 
behave like oxygen. It is therefore reasonable to assame that 
oxygen oxidises the silver hydrosol into silveroxide and the latter 
dissolves and dissociates into silver ion, which acts germicidally. 
If this assumption be correct we can foresee that the presence of 
carbon dioxide must fortify the bactericidal activity, as it acts on 
silveroxide and produces the carbonate, which is much more soluble 
in water and dissociates more easily than oxide itself. 

To test this relationship we compared the action of the dialysate 
obtained in contact with the ordinary air with the other obtained 
in the air which was bubbled through sodiumhydroxide solution, 
in order to deprive it of carbondioxide, and it was found that the 
action of the former was much stronger as shown in the table II. 


TABLE III. 


Ordinary air Air free from carbondioxide 


Minutes Number of colonies 


10 fe) fo) 
20 1370 ee 

30 534 1400 
40 76 1260 
50 — 864 


IV. DokEs GERMICIDAL ACTIVIFY DEPEND ALSO ON SIVERSOL ? 


It seems to be clearly shown in the foregoing sections that 
the bactericidal action of silver hydrosol is due to the silver ion 
produced by the dissociation either of silveroxide or of silver car- 
bonate. To test that the germicidal activity does not depend on 
colloidal silver itself we tried to find out that the activity may 
not change with difference in the concentration of colloidal silver 
and the following experiment was made. 

After 48 hours’ dialysis against distilled water in contact with 
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hydrogen, the silver sol was diluted with much care to avoid the 
exposure with atmospheric air in the following manner. 


1:243 “1:799, 1:9187, 41-6561. 


8 cc. of each diluted solution were placed respectively in four 
test flasks, then 4 cc. of distilled water was pipetted into every 
one of them. Three series ('s'. 2nd. and 8rd.) of such flasks 
were prepared, of which the 83rd. contained 4 ec. of N/3000 NaCl 
solution instead of distilled water. The 2nd. and 3rd. were kept 
in the medium of hydrogen, while the Ist. stayed in the ordinary 
air for two days. After this period their germicidal actions were 
compared by routine technique, Ist. in the presence of air, 2nd. 
and 3rd. under exclusion of the air. 

The results are tabulated as follows. 


TABLE IV. 


. 


1st. series: in the ordinary air 


= Dilution of 
— DA i 
Ag. sol, 243 129 2187 6561 
Duration 
of exposure Number of colonies 
1/ 1200 1500 © es 
3/ 160 1380 1580 <2 
6/ — V7 420 © 
9/ 2 ee 260 1770 
15/ == — 84 930 
380/ | a= == — 298 
2nd series: In the medium of hydrogen 
15/ roa) a cr) or 
30/ 728 io fea ro) 
45/ 520 © ~ o 
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Dilution of — | ; eo ae 
oe Ag. sol. 243 | 729 | 2187 6511 
Duration 
of exposure Number of colonies 
60/ 144 960 1109 1550 
120/ — 450 480 1360 


3rd. series: In the medium of hydrogen. Addition of NaCl solution. 


30/ ioe) ee) (o) (eo) 
€0/ 1670 oo oo we 
120/ 1200 1640 1250 2 


In 2nd. series there was some bactericidal action observable, 
owing probably partly to incomplete dialysis and partly to the 
failure of working in entire exclusion of oxygen at the time of 
dilution of the sol and our intention was not fulfilled as we expected. 
Tt is, however, plainly recognizable from the table ITV that the 
bactericidal action of the 2nd. and 38rd. is far inferior to that of 
the Ist, and it is remarkable that in the 3rd. the culture plate 
which had been inoculated after a elapse of 120 minutes of 
admixture, showed almost the same number of colonies in each 
dilution, indicating that the bactericidal action of the silver hydrosol 
is almost independent of the concentration of the latter. The action 
is probably only due to the silverchloride dissolved in the solution. 


SUMMARY. 


The nature of germicidal action of colloidal solution of silver is 
based only upon silver ions, not upon colloidal particles them- 
selves. Upon contact with oxygen colloidal particles are readily 
oxidised to silveroxide, from which certain quantities of silver ion 
dissolve into the solution and may act bactericidally. The existence 
of carbon dioxide in the atmosphere induces the production of sil- 
ver carbonate which is more soluble than silverhydroxide and a larg- 
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ger amount of silver ions is found in the solution effecting the 


bactericidal activity. 
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UBER DEN EINFLUSS DER EIWEISS-FETTDIAT AUF 
DEN KOHLENHYDRATSTOFFWECHSEL. 


II. Mitteilung. 


Von 
NAOMI KAGERURA. 


(Aus der medizin’schen Klinile von Prof. Ryolichi Inada, 
Kaiserliche Universitdi zu Tolcyo.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1922.) 


In yorangehender Arbeit habe ich mitgeteilt, dass die Eiweiss- 
Fettdiit die Zucker assimilierende Kraft beim Menschen und beim 
Hunde deutlich herabsetzt. Staub hat wnabhingig von mir auch 
angegeben, dass die Assimilationskraft fir Zucker sich nach 
aweitigiger Hiweiss-Fettdiat vermindert, ohne diese Erschein- 
ung eingehend zu studieren. Wie fruher mitgeteilt, konnte ich 
durch zahlreiche Untersuchungen sicherstellen, dass die geschiidigte 
Zuckerassimilation durch den Kohlenhydratzusatz zur kohlenhydrat- 
armen Grundkost, ohne sie sonst im geringsten zu andern, deut- 
lich sich bessert, woraus man wohl vermuten konnte, dass der 
schidliche Einfluss der Eiweiss-Fettdiat auf den Kohlenhydrat- 
mangel in der Nahrung beruhe. Hier sei aber erinnert, dass 
beim Diabetes eine, die Glykosurie steigernde Wirkung des 
Eiweisskorpers von vielen Autoren (Bouchardat, Cantani, 
Naunyn, de Renzi, Kolisch, v. Noorden, Lenné und Linos- 
sier) miteeteilt wurde und heutzutage die Notwendigkeit der Be- 
schriinkung der Eiweisszufubr bei dieser Krankheit im allgemeinen 
anerkannt ist. Kolisch glaubt, dass das Eiweiss auf die Abspal- 
tung von Zucker aus dem Protplasmamolekiil reizend einwirkt. 
Bekanntlich tritt die Glykosuriesteigerung nach Kiweissdarreichung 
beim schweren Diabetiker deutlich in die Erscheinung, wahrend 
sie im leichten Kranken sich nicht unmittelbar dokumentiert. Bei 
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Blutuntersuchung hat Sakaguchi auch gesehen, dass 200g Rind- 
fleisch bei schweren Diabetikern einen deutlichen Blutzuckeranstieg 
und eine unverkennbare Vermehrung der Zuckerauscheidung nach 
sich zog, wihrend sie bei leichten Kranken und Nichtdiabetikern 
fast oder ganz vermisst wurden. Jedenfalls darf man beim Kin- 
gehen auf die Wirkungsweise der Eiweiss-Fettdiat das Verhalten 
des Eiweisskérpers nicht ausser acht lassen. Was zunachst die 
Wirkung des Fettes anbetrifft, so hat man fruher den Fettzu- 
satz zur Kost fir die Assimilation des Zuckers als ganz harmlos 
betrachtet, obwohl in seltenen sogenannten ,, fettempfindlichen ‘“ 
Fallen mit schwerer Zuckerkrankheit bei grosser Fettzvfuhr eine 
Glykosuriesteigerung beobachtet wurde. Neulich hat Joslin darauf 
aufmerksam gemacht, dass beim schweren Diabetiker im aglykos- 
urischen Zustande durch Fettzulagen wieder eine Glykosurie 
auftreten kann. Andererseits gibt es aber auch Angaben 
(Jacobsen, Suzuki), dass Fettzulagen zur kohlenhydratreichen 
Kost heim Gesunden und bei Tieren eine alimentire Blutzucker- 
steigerung herabsetzt. Vor kurzem haben Sakaguchi und seine 
Mitarbeiter mitgeteilt, dass beim leichten Zuckerkranken und 
Nichtdiabetiker ein grosser Fettzusatz zur kohlenhydratreichen Kost 
auf die Blutzuckersteigerung resp. auf die Glykosurie gewohnlich 
vermindernd einwirkt, wihrend beim schweren Kranken mit koh- 
lenhydratarmer Diat uberreichliche Fettzufuhr eine Steigerung der 
Acidosis sowie eine Verschlimmerung des Harnbefundes nach sich 
zieht. Sie wollen die sogenannte ,, Fettempfindlichkeit “ mit der 
Verstirkung der Acidosis in Zusammenhang setzen. Nach den 
Autoren soll das Fett in Fallen, wo keine Acidosis durch Fettzufuhr 
m Tage tritt, nicht einen schadlichen, sondern haufig einen 
giunstigen Einfluss austben. Weil grosse Fettzufuhr auch beim 
Gesunden, wenn er mit kohlenhydratarmer Diadt genahrt ist, eine 
sehr starke Acidosis heryorrufen kann (Landergren, Forssner) 
und nach herrschender Ansicht (Elias, Elias und Kolb, Pavy 
und Godden, Murlin und Kramer, Underhill, Macleod und 
Fulk, MeDanell und Underhill) die Acidosis die Zuckeras- 
similation verschlechtert, soll hier auch gefragt werden, wie das 
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Fett bei Fiweiss-Fettdiat zur Stérung des Kohlenhydratstoffwechsels 
sich verhalt. Bei solcher Sachlage ist es nicht leicht, die Frage 
zu entscheiden, ob der schddliche Finfluss der FEiweiss-Fettdiat 
wesentlich auf Kohlenhydratarmut der Kost oder auf zu grosser 
Zuluhr der EHiweisskérper oder des Fettes beruht. Auf Anregung 
und unter der Leiting der Herren Proff. R. Inada und K. 
Sakaguchi habe.ich diese Frage aufgenommen. 

Weil in der ersten Mitteilung bestitict wurde, dass der Koh- 
lenhydratstoffwechselvorgang beim Hunde ganz in egleicher Weise 
wie beim Menschen durch Eiweiss-Fettdiiit verdindert wird, so 
wurde der Versuch in dieser Arbeit nur am Hunde angestellt. 
Dabei habe ich aus gewissen Griinden auf das Mengenyerhiltnis 
der Kohlenhydrate und des Eiweisses resp. des Fettes ein beson- 
deres Gewicht gelegt, so dass die Versuchsanordnung wesentlich 


danach gerichtet wurde. 


Der E:NrFuuss DES JAIWEISSES AUF DIE ZUCKERASSIMILATION. 


Die Untersuchung geschah hier wie folgt: Die zuvor wie 
gewohnlich mit kohlenhydratzeicher Kost geniihrten Hunde wurden 
tiglich nur mit 100 g fettreichem Rindfleisch tiber zwei Tage lang 
gefiittert. Um die schidliche Wirkung dieser Eiweiss-Fettdidt aut 
die Zuckerassimilation zu neutralisieren, wurde an folgenden Tagen 
eine dazu kaum ausreichende Menge Kohlenhydrat in Form 
gekocliten Reises gegeben. Dann folgte das Stadium, wo die 
Eiweissrenge der Nahrung durch Zulagen yon magerem Rind- 
fleisch zur sonst ganz gleich wie frither bleibenden Kost vergrossert 
wurde. Weil diece Eiweisszunahme wieder eine sichtbare Ver- 
schlinmerung der Assimilationsfihigkeit far Zucker nach sich zog, 
wurde an folgenden Versuchstagen nur der Kohlenhydratzusatz 
vergréssert, um zu sehen, wie durch Eiweisszufuhr geschidigte 
Kohlenhydratassimilation dadurch beeinflusst wird. Um das Un- 
tersuchungsresultit eindeutig zu machen, wurde in einem Fall 
(Nr. 4) der Kohlendydratzusutz am Ende des Versuches wieder 
bis auf den fritheren Wert verkleinert.. In allen diesen verschie- 
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denen Versuchsperioden wurde die Zu ker assimilierende Kratt des 
Tieres stets in gleicher Weise bestimmt, indem eine bestimmte 
Menge Traubenzucker in 200 com Wasser gelost, durch Sonde in 
den Magen eingeftihrt und die danach eiutretende Blutzuckersteiger- 
ung durch Bangs Mikromethode halbstindlich zwei oder drei 
Stunden lang ermittelt wurde. 


TABELLE I. 
Versuchshund Nr. 1. Korpergew. 14 kg. 


Bei der Bestimmung der Assimilationskraf: des Tieres wurde 90 g Tranben- 
gacker in 200 com Wasser gelést verabreicht. 


Diit (far een Tag) Blutzuckei gehalt 
te a Site lo te eee ede 
Untersuchungs- ee z 2 ale SE hie BE + & 2 3 
: a li@uas Ales ye 2 ; min 
periode saan eaeoesss wa i zs oe 
Reifel tafe} So a ARTS 
ach Sate oat g) 9 9), £921) Bo OE EG ee es % 
ig - 
ca cia ea | 11. X.| 0,083) 0,143) 0,123} 0.144] 0,449) 
: 13, | 0,085) 0,123) 0,125] 0,484) 0,480|_0.102 
6. u. 7. XL Eiweiss- 
MS saliasie aE % 100 8. XI} 0,082 0,186) 0,183] 0,204] (,209| 0,085 
9.19. XI. Kohlen-| 599) 199 (11. XL} 0,085) 0,457/ 0.139) 0,149} 0.143} 0,155 
hydratzusatz 20. 0,079; 0,483) 0,117) 0,122) 0,116 
21,-27. XI. Kohlenh, 400! 100 1002 XI} 0,094! 0,467) 0,163) 0,161) 0,145) 0,142 
u. Eiweisszusatz 28. 0.089} 0,155] 0,159} 0,472) 0,166) 0,171 
seit 28. XI. verme- ‘1. XII} 0,096) 0,485} 0,123) 0,125) 0,122} 0,110 
hrtec Kohlenhydra-| 100} 150} 1006. ,, | 0,090} 0,134) 0,488) 0,136 
tzusatz 10. ,, | 0,093 0,443) 0,132 0,134 0,133] 0,134 


Aus der Tabelle ersieht man, dass 100 g gekochter Reis die 
durch Eiweiss-Fettdiit herbeigefithrte Schidigung der Zuckeras- 
similation nicht sofort (11. XI.), aber nach langerer Zeit (20. XI.) 
vollstiindig beseitigen konnte. Hier verursachte die Zulage von 
100 g Rindfleisch wieder eine sichtbare Verschlimmerung der 
Zuckerassimilation, welche durch Vergrésserung der Kohlenhydrat- 
menge durch 50g gekochten Reis ganz zur Norm gebessert 
wurde. Kurz, dieser Versuch zeigt, dass durch Eiweiss-Fettdiat 
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verursachte Herabsetzung der Zuckerassimilationskraft durch 100 e 
gekochten Reis mit Mihe beseitigt wurde, 50 g davon aber ganz 
leicht die schidliche Wirkung von 100 g Fleisch neutralisierte. 


TABELLE II. 


Versuchshund Nr. 2. Kérpergew. 10 ke. 


Zar Bestimmung der Assimilationskraft wurde hier 60 g Traubenzucker in 
200 cem Wasser gelist gegeben. 


Diiit (pro Tag) Blatzuckergehalt 
eee ak eee | 
Untersuchungs- & am on ze role eve Be ge ¢ : : : 
Helo Ciel Sel ws) 4S 1 we oy Yh oe B 
periode BIER a Eicl se/8N |] a o 
2 os &p a a EOS S ria 
er ee wemmrgl 1 OW ginger) © Onl OZ O76... 0 % « 
Ae te aes 21.X.| 0,061} 0,109} 0,099) 0,118] 0,422 
oy ‘ 24. ,, | 0,075) 0,111) 0,449} 0,117] 0,449 
25,.-31. X. Eiweiss- 100 27. X.| 0,092) 0,178) 0,202) 0,189) 0,203) 0,248 
Fettdiit 1. XL} 0,073) 0,175) 0,244) 0,197) 0,189) 0,156 
3.-9. XI. Kohlen- 100) 50 6. XI. | 0,077) 0,472) 0,157) 0,155) 0,153 
hydratzusatz 10. ,, | 0,085) 0,478) 0,163) 0,146} 0,134) 0,097 
11.-18. XT, Kohlenh.- 100, 50| 100 14. XI] 0,086) 0,199) 0,192} 0,184) 0,245) 0,12¢ 
u. Eiweisszusatz ° 19. ,, | 0,081) 0,204] 0,195} 0,194) 0,180} 0,103 
seit 20. XI. ver- 
22. XT.| 0,088} 0,446) 0,139) 0,134) 0,139] 0,138 
macnter HONG 100) 150/100." "| o'ovel 0,447| 0,137; 0.130) 0.129] 0,072 


Hier wurde auf Hiweiss-Fettdiit (100 g fettreiches Rindfleisch) 
nur 50 g gekochter Reis’ zugesetzt. Es hat sich erwiesen, dass 
diese Menge Kohlenhydrat den schiidlichen Einfluss der Eiweiss- 
Fettdiat nicht vollstindig beseitigen kann, wie die Blutuntersuch- 
ungen am 6. und 10. XI. unzweideutig zeigen. Die Vergrosserung 
der Eiweisszufuhr durch Verabreichung von 100 g mageren 
Rindfleisches verursachte eine deutliche Abnahme der Assimilations- 
kraft, welche am Ende des Versuches durch eine um 100 g ver- 
mehrte Zulage gekochten Reises annihernd zur Norm gebessert 
wurde. 
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TABELLE III. 


Versuchshund Nr. 4. Kérpergew. 11 kg. 


Fiir die Bestimmung der Assimilationskraft 50 g Traubenzucker in 200 ccm 


Wasser. 
Dit (pro Tag) Blutzuckergehalt 
RS|x 3 5 a & 
= 2 Sia Rosirs , Ol. sea) 2. ead 
Untersuchungs- ee IS a Se “8 z vga EE 3 2 # 3 
Helos (PRIS a Ssl5 SH] eS te 
periode Sele 5 SDBPNA as = <i Dales oD 
fe jele) faa) 2 are) 5 " x 
: : ; Gf Gi g\~ 1922] ~ SEI OFT eS en en na 
BREESE IS SAE ES 14. L| 0,179) 0,439 0,136) 0,489 0,118 
licher Kost 16: ,, | 0,104) 0,118} 0,424 6129 0,114] 0,096 
ue eos z 
f ie AS | 
19. u. a eee 100) 21. 1.| 0,096} 0,243; 0,258 0,242 0,220] 0,174 
Settalia 


22.26. Kohlen- | 499 50 24, I.| 0,099] 0,190, 0,246 0,191) 0,178) 0,127 
hydratzusatz 27. ,, | 0,102) 0,245 0,482 0,168 0,180} 0,096 


E ss 30. 1. | 0,110; 0,186, 0,236, 0,247; 0,208! 6,083 
28. 14. IL. Koblenh.| 199' 59] 100) 2. 11.| 0.106] 0.232) 0,266 0.263] 0.2241 0108 
u. Eiweisszusatz 5 0,113) 0,190] 0,205! 0,245 0,207] 0,080 


6.-10. IL vermehrter| 499! 459) 100) 8: H-| 9.112, 0,150 10,165) 0,477) 0,166) 0,075 
Kohlenhydratzus. 11. ,, | 0,100} 0,492' 0,179) 0,183] 0.156; 0,101 


12. u. 13. IL. ver- 
minderter Kohlenhy-| 100; 50, 190) 14. IL} 0,111) 0,223) 0,295) 0,883) 0,330) 0,268 
dratzusatzus, 


Auch in diesem Fall konnte 50 g gekochter Reis die schid- 
liche Wirkung der reinen Eiweiss-Fettdiat nur teilweise unterdri- 
cken. Als 100g mageres Rindfleisch darauf hizugefiiet wurde, fiel 
die Hyperglykamie nach Zuckerzufuhr ungefihr so stark aus wie 
bei einfacher Fiweiss-Fettdiit mit keiner Zulage, was darauf hin- 
deutet, dass hier die gunstige Wirkung von 50 ¢ gekochten Reises 
auf die Zuckerassimilation durch schiidlichen Einfluss von 100 g 
magerem Rindfleisch gerade ausgeglichen wurde. Weitere Reis- 
zulagen fuhrten die Zucker assimilierende Kraft zu bedeutender 
Besserung und daraufiolgende Reduzierung der Kohlenhydratmenge 
wieder zur Verschlimmerung. 

Die Untersuchungsresultate an allen drei Hunden stimmen 
miteinander ganz gut Uberein, so dass man gar nicht bezweifeln 
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kann, dass die Eiweisszufuhr auch beim gesunden Hunde unter 
Umstinden die Assimilationskra‘t fir Kohlenhydrat deutlich herab- 
setzen kann. Dieser schiidliche Hinfluss des Hiweisskirpers wird 
durch Kohlenhydratzufuhr zweifellos verkleinert. In dieser Hinsicht 
scheinen Kohlenhydrat und Hiweisskérper einander entgegengesetzt 
za wirken. Weil eine gewisse Menge Kohlenhydrat dabei nur die 
Wirkung einer bestimmten Menge Hiweisskérper zu neutralisieren 
scheint, muss man mit der Vergrésserung der Fiweisszufuhy auch 
die Kohlenhydratmenge vermehren, um die die Zuckerassimila- 
tionskrait herabsetzende Eiweisswirkung vollstindig zu  unter- 
drucken. Mit anderen Worten: je reichlicher Kohlenhydrat dayr- 
gereicht wird, desto mehr Eiweiss wird ohne Schaden vertragen. 

Bei grosser Anhlichkeit ihres Verhaltens des Kohlenhydratstoff- 
wechselvorgangs bei Veranderung der Kost glaube ich, dass die 
Untersuchunesresultate am Hunde auch auf den Menschen ausge- 
dehnt werden konnen. . 

Dass der Eiweisskorper neben der Bildung des Yuckers aus 
priformiertem Kohlenhydrat wie aus N-haltigen Atomeruppen auch 
einen direkten schddlichen Linfluss auf die Zuckerassimilation 
austbt, wurde schon von vielen Seiten behauptet resp. vermutet 
(Kolisch, v. Noorden, Magnus-Levy u. a.). Meine Unter- 
suchungen geben daftir eine experimentelle Uuterstttzung. Hier 
mochte ich aber betonen, dass es meines Wissens bis heute keine 
Angabe gibt, dass die schidliche Wirkung des Eiweisskorpers aut 
die Zuckerssimilation durch Kohlenhydrat herabgesetzt wird. Diese 
Tatsache erleichtert die Erklirung dafur, warum Fleisch bei 
schweren Diabetikern deutlich die Glykosurie resp. Hyperglyka- 
mie steigert, wahrend sie in leichter Form trotz relativ grosser 
Fiweisszufuhr nur gering oder hiufig gar nicht beeinflusst wird, 
Frither wollte man die Erscheinung damit erkliren, dass die Bild- 
ung des Zuckers aus dem Eiweisszerfall langsam vor sich geht 
und deshalb so vom Diabetiker in der Regel besser verwertet wird 
als das praformierte Kohlenhydrat in der Nahrung, wahrend er 
beim schweren Kranken wegen der verminderten Ausnutzung im 
Blut stagniert, so dass eine deutliche Hyperglykimie resp. gestei- 
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gerte Glykosurie nach Eiweisszifuhr zustande kommt. Auf diese 
Weise kann man aber nicht die Erscheinung erkliren, dass in 
manchen leichten Diabetesfiillen die Zuckerausscheidung bei gro- 
sseren Fleischgaben hoher ist als bei teilweisem Ersatz durch Brot 
(Falta, Whitney). Nach Falta soll die Hiweissempfindlichkeit 
sich im allgemeinen mit der Schwere des Diabetes steigern. Alle 
diese Erscheinungen konnte man wohl ganz leicht aufklaren, wenn 
man meine oben erwihnten Untersuchungsresultate zu Hilfe 
nimmt. Dann lautet die Erklirung: Beim leichten Diabetiker 
wird eine reichliche Menge Kohlenhydrat die schadliche Wirkung 
der grossen Eiweisszufuhr ohne Muhe neutralisieren, so dass hier 
die Abnahme der Zuckerassimilationsfaihigkeit durch Eiweisszufuhr 
gar nicht oder erst nur bei uberreichlicher Gabe von Eiweiss 
gustande kommt. Beim schweren Diabetiker ist die Kohlenhydrat- 
aufnahme in der Regel stark eingeschriinkt. Kleine Menge 
Kohlenhydrat kann, wie oben erwéhnt, nur geringfigige Hiweiss- 
zufuhr in Unwirksamkeit bringen. Wenn etwas grosse Menge 
Eiweiss aufgenommen wird, so taugt sie nicht mehr, den schadlichen 
Hinfluss des Hiweisskorpers gentigend zu neutralisiren, so dass die 
Herabsetzung der Assimilationsfahigkeit fur Kohlenhydrat dabei 
sehr leicht bemerkbar wird. ‘Weil Zucker bei schwerem Diabetes 
mit der Vergrosserung der Kohlenhydratzufuhr immer mehr im 
Hain ausgeschieden wird, so ist der Kranke stets im Zustande, als 
ob der Gesunde nur ther eine ganz kleine Menge Kohlenhydrat 
verfuge. Bei solcher Sachlage ist es kein Wunder, dass eine die 
Glykosurie steigernde Wirkung des EiweisskOrpers in schwerer 
Form der Krankheit relativ leicht in die Erscheinung tritt. Mit 
der Steigerung dev Assimilationskraft wird mehr Kohlenhydrat 
vertragen und hieraus folgt, dass der schadliche Einfluss des Hi- 
weisskorpers mit der Krankheitsschwere parallel geht. Die oben 
zitierte an leichten Diabetikern bei grossen Fleischgaben ge- 
fundene gunstige Wirkung des teilweisen Ersatzes des Biweisst 
korpers durch Brot lisst sich nach meinen Befunden sehr leich- 
erklaren, so dass mir eine eitee sonore Beschreibung dariiber 
ganz unnotig scheint. 
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Der ENriuss DES FETTES AUF DIE ZUCKERASSIMILATION. 


Die Versuchsanordnung geschah fast gleich wie bei Untersuch- 
ungen uber das Eiweiss. Schidliche Wirkung der Eiweiss-Fett- 
diat, welche ebenso hier nur aus 100 g fettreichem Rindfleisch 
besteht, wurde durch kleine Kohlenhydratzulagen teilweise, aber 
nicht vollstandig unterdruickt, dann wurde grosse Menge Fett 
hinzugefaugt, um die Fettwirkung deutlich beobachten zu konnen. 
Zur Beseitigung der letzteren wurde schliesslich die Kohlenhydrat- 
zulage vergrossert. 


TABELLE IV. 
Versuchshund Nr. 3. Kérpergew. 12 ke. 


Bei der Bestimmung der Assimilationskraft wurde 60 ¢ Traubenzucker in 200 
ccm Wasser gelést dargereicht. 


Diit (pro Tag) Blutzuckergehalt 
na op | dw 
2315 PaO 00 ' oO. : 
Untersuchungs- oe : B § age 222 Be ¢ a . . 
rc oO Cond - 
periode £5 A A 33 Bir eR nN mn nm a or) 
Sa ee A a i TRS ‘ 
3 ; a Ge GG L922 % % x% % % 0” 
Si Raton ea 4. I. | 0,092 0,118) 0,118] 0,424 0,113} ~~ 
Cae 7. 5» | 0,098) 0,105} 0,420) 0,114] 0,104) 0,105 
9. u. 10. I. Eiweiss- 5 x = 
Fettdiit 11. I. | 0,086) 9,200) 0,249) 0,234) 0,207| 0,107 
12.-16. I. Kohlen- 100! 50 14. I.} 0,082 0,149) 0,468) 0,463) 0,155) 0,124 
bhydratzusatz 17. ,, | 0,084 0,479} 0,149) 0,139) 0,130) 0,133 
18,-22. I. Kohlenh.- 100; 50! 1¢0 20. I. | 0,080) 0,182} 0,248] 0,214) 0,209 0,152 
u. Fettzusatz ““| ©7>| 23. ,, | 0,087} 0,198} 0,265] 0,260} 0,250) 0,146 
enim Ct 4 26. I.| 0,087 0,159| 0,162) 0.172) 0,174) 0.076 
mehrter Kohlen- | 100) 100). 100 99° °"| 0,075] 0.155] 0,168| 0,469 0.152). 0,119 
hydratzusatz 2 ’ ? 


Hier wurde die yerminderte Zuckerassimilation des nur mit 
fettreichem Rindfleisch geftitterten Hundes durch Zulage von 50g 
gekochtem Reis etwas erhoht, ohne sie zu solcher Stirke wie 
im gewChnlichen kohlenhydratreich ernihrten Zustande zuriickzu- 
bringen. Zusatz von 100 g Rindstalg zu dieser Kost hat die As- 
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similationsfahigkeit fiir Zucker wieder deutlich herabgesetzt. Diese 
Schiidigung wurde durch weitere Zulagen von 50 g gekochtem Reis 
gerade neutralisiert, so dass die Hyperglykiimie nach Zuckerzutuhr 
am Ende des Versuches (26. u. 29. I.) ungefahr so stark wie beim 
fritheren Stadium (14. u. 17. I.) zustande kam, wo nur 100 g 
fettes Rindfleisch und 50 g gekochter Reis verabreicht wurde. 


TABELLE Y. 
Versuchshund Nr. 5. K6érpergew. 11,5 kg. 


Fiir die Bestimmung der Assimilationskraft 50 g Traubenzucker in 200 ecm 
Wasser. 


Diiit (pro Tag) Blutzuckergehalt 

2a) an |B | ak 
338i pe IH oy total © 

Untersuchungs- 3 3 a2 s 2 Be q cS © A Sie # = 3 - 
vo Les} eS eevee SAE! Ye es 2 

periode Sele 2 SESS ee| aN | m | ot 7 
Ors 100 [ae] n NX as 
o—aast Q rao 
: 0 0 ny) 
Periode mit ge- G9 gg) 1922) 9, Pel. Fel Me) ee 


b= 
e 


wohnlicher Kost 


0,084} 0,429 0,110; 0,109} 0,124) 0,102 
15.-19, I. Eiweiss- 100 17. I.| 0,095} 0,162} 0,163) 0,473] 0,172} 0,092 
Fettdiiit 20. ,, | 0;077) 0,163} 0,172) 0,478] 0,165} 0,102 


21-25. 1. Koblen-| 459! 59 23. I.| 0,094} 0,103} 0,133] 0,444) 0,139) 0,087 
hydratzusatz 26. ,, | 0,086) 0,459} 0,125} 9,132} 0,128) 0,033 
27.-31.1. Kohlenh. - 29. I. 0,078| 0,139 0,139} 0,145] 0,457] 0,080 
u. Fettzusatz | 100) 50) 1004 tr | o/oss| 07145] 0.150! 0,138 0,459| 0,095 


TOUSIOA 19}SIGT 


2.u.3.11. vermehr- 
ee ron vate 100) 50] 200) 4. II.) 0,075) 0,160) 0,177} 0.497] 0,181) 0,080 


————— 


Periode mit ge- 


wobubcherins 17. II.) 0,087) 0,448} 0,104) 0,108] 6,105 

so | tee ee ee we eg eel ea 

@|18.u. 19. II. Ki- 

S| weiss-Fettdiit 100 20. II.! 0,092} 0,160) 0,157) 0.463) 0,138} 1,091 
_|—_—_——|—|—— eae 

g 21.-26. IL Fett-| 59 100|28: 11.| 0,094] 0,210) 0,220) 0,235] 0,217| 0,084 
Z zusatz 27. ,, | 0,085] 0,207] 0,260} 0,329] 0,319] 0,101 


seit 28. IT. Hi- 


weiss-Fettdiit | 100 2.1II.} 0,096) 0,1 ‘ 
ohne Fettzusatz é Wii Pits Re Le 


In diesem Fall war der Einfluss yon 100 g Rindstalg nicht 
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deutlich erkennbar. Als die Fettzulage aber auf 200 g vergréssert 
wurde, kam eine merkliche Abnahme der Assimilation zum Vor- 
Schein. Dieser Versuch mit grosser Fettzufuhr wurde wegen 
Verlorengehen der Fresslust des Hundes nach einigen Tagen unter- 
brochen. Um zunachst die Frage zu entscheiden, ob 100 g 
Fett tberhaupt bei diesem Hunde auf die Zuckerassimilation keinen 
schidlichen Einfluss austibt oder ob dieser Befund nur daraus 
kommt, dass die Fettwirkung durch zugleich aufgenommenes 
Kohlenhydrat vollstandig aufgehoben wurde, liess ich im zweiten. 
Versuche die Fettzulagen sofort der Periode mit Fiweiss-Fettdiat 
folgen. Dabei wurde eine auffallende und mit der Zeit zunehmend 
scheinende Verschlimmerung der Zuckerassimilation nach der Zu- 
fuhr von 100 g Rindstalg beobachtet, welche spiiter durch Aufhoren 
der Fettzulagen beseitigt wurde. 


TABELLE VI. 
Versuchshund Nr. 7. Kérpergew. 13,5 ke. 


Fir die Bestimmung der Assimilationkraft 50 g Traubenzucker in 200 ccm 
Wasser. 


Diit (pro Tag) Blutzuckergehalt 
Ee & = 34 souk cH 
Unteresuchungs- se 3 2| @ |g et 24 a S a = = 
periode BCMA! A |ESRlo seas 8 ee a 
3d & | a As PNS| AN . 

2 Hee gl og| g|:~«922 0 07 o7 07 0% % 
peed at 27. IL. 0,086] 0,452| 0,133) 0,133| 0,134] 0,094 
eae bie 1. IIL] 0,081] 0.458| 0,146] 0,140] 0,079] 0,076 
2.-6. IIL Eiweiss- | 499 4. IIL] 0,079] 0,188] 0,230, 0,210) 0,210 

Fettdiit 7. ,,| 0,098} 0,245) 0,250 0,250) 0,245 

10. ILL} 0,100] 0,229} 0,240, 0,235] 0,230 
Eee e100 100|13. ,, | 0.1021 0.272) 0:303| 0,822! 0,328 

oe 16. ,, | 0,086] 0,238} 0,265) 0,272] 0,278 
17.u. 18. ITIL. Kiweiss- 

Fettdiit ohne | 100 19. IIL] 0,083] 0,164} 0,220) 0,200) 0,222 

Fetttzusatz . 

20.-24. ILL Fett-u. | 499] 4991 199/22: HE} 0,097] 0,484) 0,164) 0,162) 0,164 
Kohlenhydratzusa z 25. ,, | 0,090; 0,443) 0,454! 0,135) 0,141 
FE ee ota ’| 100, | 10028, TL] 0,077] 0,189] 0,200] 0,213) 0,255 
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TABELLE YI 
Versuchshund Nr. 8. Korpergew. 11,5 kg. 


Fiir die Bestimmung der Assimilationskraft 50 g Traubenzucker in 200 g 


Wasser. 
Diit (pro Tag) Blutzuckergehalt 
geile |eiea | xan.lee] - 
Untersuchungs- eas 34 Zz g i Ee es FE ral e we 
periode Holos! SB ilsdFlos slag | a al a o 
Sars | 6 ies PN8| 25 
wef | as rho : ; 
. Te GGG) el O2R Meh OS eae OZ ee ee 
Periode mit gewohn- 27. I1,| 0,085) 0,129] 0,134 0.193 0,119) 0,102 
licher Kost 1. 1IL| 0,084) 0,121} 0,118] 0,128' 0,104) 0,033 
2-6. III. Eiweiss- | 49 4. IIL] 0,085] 0,174! 0,200! 0,205 0,190 
Fettdiit 7. 4, | 0,095) 0,1€6} 0,186} 0,203] 0,240 
8-12. IIL Fett- | 499 10019. TEL} 0,°83) 0.162) 0,201] 0,255) 0,243 
zasatz 13. ,, | 0,086) 0,195) 0,270; 0,348) 0,300 
14.18. IIL ohne | 499 16. IIL| 0.087} 0,155] 0,194 0,250] 0,254! 
Fettznsatz 19. ,, | 0,100] 0,190) 0,207] 0,210} 0,205 
20.21. IIL. Fett- u. | 4961 499/ 49922 ILL.| 0,099] 0,164] 0,190] 0,209} 0,187 
Kohlenh.-zusatz 25. ,,| 0,087} 0,149] 0,140) 0,452) 0,138 
ecevenr atta ig TL! 28. IIL] 0,075] 0,165] 0,252! 0,304) 0,327 


Aus den letzten zwei Tabellen kann man ersehen, dass die 
durch Ernihrung mit Eiweiss-Fettdiit ausgeloste Verschlimmerung 
der Zuckerassimilation beim Zusatz von 100 g Rindstalg deutlich 
zunimmt und allmahlich mit der Zeit sich zu steigern scheint. 
Die Unterbrechung der Fettzulagen bringt die Assimilationskraft 
wieder zum friiheren Wert zurick. Die Wirkung der Zulagen von 
100 g Rindstalg wurde ganz vermisst, als 100 g gekochter Reis 
damit verabreicht wurde. Diese Menge Kohlenhydrat geniiste 
hier sogar, den schadlichen Einfluss der Hiweiss-Fettdiit zugleich 
zm beseitigen, so dass die Hyperglykamie nach Zuckerzufuhr nur 
in solcher Starke zustande kam, wie sie bei gewohnlicher kohlen- 
hydratreicher Ernihrung gesehen wurde. 

Nach meinen Untersuchungen ist es soweit sicher, dass grosse 
Fettzufuhr auch beim gesunden Hunde die Zucker assimilierende 
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Kraft deutlich herabsetzen kann, wenn das ‘lier mit kohlenhydrat- 
armer Kost ernahrt wird. Bei gleichzeitiger Zufuhr von kleiner 
Menge Kohlenhydrat muss die Fettzulage schon sehr stark ver- 
grossert werden, um den schiidlichen Finfluss des Fettes auf die 
Zuckerassimilation sichtbar zu machen, weil das erstere die Wirk- 
ung des letzteren neutralis‘ert. 

Hier sei an die sogenannten _,, fettempfindlichen “ Fiille von 
Diabetikern erinnert, welche fir grosse Fettzulagen mit vermehrter 
Zuckerausscheidung reagieren. Diese Erscheinung wurde bis jetzt 
nur an vereinzelten schweren Diabetesfillen bei sehr grosser Fett- 
zufuhr beobachtet. Sakaguchi und seine Mitarbeiter haben in 
neuester Zeit daranf aufmerksam gemacht, dass der Auftritt dieser 
Erscheinung garnicht auf seltene besondere Kranke beschrankt ist, 
sondern an jedem schweren Diabetiker bei gentigend grossen 
Fettzulagen die Glykosuriesteigerung beobachtet werden kann. 
Weil in ihren Untersuchungsfaillen die Fettempfindlichkeit stets 
yon einer deutlichen und allmahlich zunehmenden Ketonurie be- 
gleitet war, so wollten die Autoren in beiden Erscheinungen einen 
innigen Zusammenhang sehen. Wenn es nicht unberechtigt ist, 
mein Untersuchungsresultat am Hunde auf Menschen auszudehnen, 
was mir an Sicherhe't grenzeud wahrscheinlich aussieht, so muss 
die Zucker assimilierende Kraft des Gesunden auch bei kohlenhyd- 
ratarmer und dusserst fettreicher Ernihrung deutlich herabgesetzt 
werden. Bei solcher Sachlage ware es gar nicht gewagt, wenn 
ich sage, dass die sogenannte ,, Fettempfindlichkeit “ gar nicht 
dem schweren Diabetiker charakteristisch ist, sondern nur eine 
Auszerung der allgemeinen Erscheinung darstellt, welche bei koh- 
lenhydratarmer und fettreicher Ernihrungsweise an jedem Men- 
schen auftreten kann, 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1) Der Eiweisskorper wie das Fett haben die Higenschatt, die 
Assimilationskraft des Organismus fur Zucker herabzusetzen. 
2) Der schiidliche Einfluss des E‘weisskorpers und des Fettes 
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auf die Zuckerassimilation kann durch Zulagen von Kohlteuhydrat 
beseitigt werden. 

3) Eine gewisse Menge Kohlenhydrat kann nur die schadliche 
Wirkung einer bestimmten Menge des Eiweisskorpers und des 
Fettes neutralisieren, so dass bei vermehrter Zufuhr der letzteren 
Substanzen auch die Kohlenhydrataufnahme vergrossert werden 
muss, um die Herabsetzung der Assimilationskraft ganz zu ver- 
meiden. Daraus folgt, dass bei kohlenhydratfreier resp. -armer 
Kost der schidliche Einfluss des Eiweisskérpers sowie des Fettes 
relativ leicht in die Erscheinung tritt, wahrend er bei etwas 
erdsserer Kohlenhydratzufuhr ganz vermisst wird. 

4) Die bekannte Erscheinung, dass der Eiweisskorper beim 
schweren Diabetiker stark glykosurisch einwirkt und dieser Ein- 
fluss mit der Besserung der Krankheit immer undeutlicher wird, 
muss wesentlich auf Verschiedenheit der Kohlenhydratzufuhr resp. 
-verwertung zurtckgefthrt werden. 

5) Die sogenannte “ Fettempfindlichkeit,“ welche bis jetzt nur 
bei schweren Diabetikern beobachtet wurde, ist nicht dem Zuck- 
erkranken spezifisch. Sie durfte nur eine Ausserung der allgemeinen 
Erscheinung sein, welche bei kohlenhydratarmer und zugleich 
fettreicher Diat stets auftritt. 
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I. Tse Turpipir Port or ALBUMIN SOLUTION. 


If we heat the albumin solution quite gradually the solution 
will begin to show at a certain temperature a minute. turbidity 
which resembles a soap solution and becomes more dense some- 
what like a pale cobalt-coloured glass. Finally flaky white preci- 
pitates separate out, which can be filtered clear. The first two 
stages of the change are observed often at the same temperature. 
The beginning of appearance of turbidity is sometimes quite dif- 
ficult to decide and very close attention is necessary before we are 
able to determine the point definitely. Although the last stage of 
large flocculation is very easy to find, it appears only within a 
certain range of acidity of the solution. We determined, therefore, 
the temperature of the first appearance of turbidity throughout our 
experiment and called it the turbidity-point. 

The method of determination. The albumin solution was put 
into a test tube and heated in a double waterbath consisting of a 
large test tube within a larger beaker, both of which were filled 
with water. Distribution of temperature in the outer bath was 
secured by means of a stirrer. The whole was heated on a wire 
gauze with a Bunsen burner. A thermometer was put both in the 
outer bath and in the albumin solution, and the heating was re- 
culated so that the difference in reading of the two thermometers 


remained within 1-2 grade. 


* Read before the December meeting of the Chemical Society of Japan 
(December 13, 1921). 
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As the coagulation of the albumin solution may occur when 
kept for a long time even at the room temperature, especially at 
a favourable condition of the acidity and salt content, it is quite 
necessary to keep the time of heating constant, the time which 
elapses before the turbidity appears. From our experience we 
found it convenient to choose this time as three minutes. It needs 
naturally a great many trials to get the turbidity point after ex- 
actly three minutes of heating. We could however, keep the time 
constant within a limit of 20 seconds. This precaution is of course 
a matter cf great annoyance, but absolutely necessary. 

The albumin solution. The albumin used in our experiment was 
obtained by repeated crystallisation from egg-white solution, dialysed 
for several weeks against distilled water and its concentration was 
2.85 9%. The solution gave no test of sulphate or ammonium ion. 

The effect of age and dilution upon the turbidity point of 
Albumin solution. On standing, the albumin solution — shifts 
‘its turbidity point much higher, and during a month, (July to 
August, temperature being about 28-29°C) its value amounted 
about 3 to 4 degrees, differing a little according the concentration 
of the solution. This shifting of the turbidity point may be part- 
ly due to the small diminution: of the concentration by the 
precipitation of albumin at the surface boundary of solution and 
toluene, which was added to the solution as antiseptic. The main 
cause, however, seems to lie in the hydrolytic process going on 
slowly. 

The other more rapid change in turbidity point is perceptible 
after the dilution of the solution. When stock solution was diluted 
four times with distilled water, its turbidity point changed with 
time as follows. 


Time Turbidity point 

immediately *atter: thesdilations see cea teeenee iene ae Doe 
25/ 9 Fr PN Ce coc co Crete eee 53.9 

65’ a op ab. “we wie wien er ateraterars, ore vais eve eee 54.6 

120/ * a jy! \ksch ate eraeeuoycuee, Gueie eee: cote AE me 54.8 

180’ és % PN eer 5.5 CE GE es we nn 55.0 

240/ e Ss TS PR Ato AS Aenea oc Ose 

320/ ; 3 ay, betolac thereon above ene ae ee Doe 


Ooh’ sat y fe eee ees aaa 55.2 
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The equilibrium is attained after four hours. It is therefore 
quite necessary to determine the turbidity point at a fixed time 
after dilution. In all of the following experiments the stock solution 
was diluted four times with water and early the next morning 
after the addition of a certain amount of acid, alkali or salt to 
this diluted solution the turbidity point was immediately determined. 


II. Acrpity anp Tursiprry Point 


‘ As has been shown by many investigators the coagulation of 


the protein-solution is brought about most easily at its isoelectric 
point. Accordingly turbidity point will ke the lowest at this point. 

To find out the relation of acidity and turbidity point a series 
of acetate mixture and ammonium mixture of 0,3 molar concen- 
tration was prepared, and the mixture of an equal volume of the 
albumin solution and this buffer solution was taken for the tur- 
bidity point determination. 

The acidity of the solution here was determined by the in- 
dicator method of Clark and Lubs. 

The result of the experiment is shown in the table I and 


figure 1. 
TABLE L. 


Turbidity Point of salt free albumin solution = 59.5-60.0? 


Acetate mixture Ammonium mixture 

Pu Turbidity Pt. Py Turbidity Pt. 
3.3 _ 7.3 66.2 
3.6 91.0 ? 7.6 67.7 
3.9 82.5 7.9 67.9 
4.2 70.8 6.2 68.0 
4.5 67.8 8.5 68.1 
4.8 65.0 8.8 67.8 
yah 62.8 9.1 67.5 
5.4 61.8 9.4 66.5 
Bea; 61.8 9.7 66.1 
6.0 62.6 10,0 65.3 
6.3 63.8 10.3 64.5 
6.6 64.9 10.7 64.0 ? 
6.9 65.5 11.0 _ 


er 
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From this table and figure it is found that the turbidity point 
is the lowest at Py =5.7. That this hydrogen ion concentration 
indicates the isoelectric point of albumin solution is verified also 
from the influence of electrolyte on the turbidity point as shown 
in the next section. 

It ought to be mentioned here in passing that we compared 
the acidity of the solution before and after the heating in consider 
ing that the acetic acid or ammonia in the buffer mixture may 
escape to some extent during the heating and might change the 
acidity of the mixture. It was shown that this effect is a_ little 
larger in the case of ammonium mixture than in that of acetate- 
mixture as the following example indicates. 


TABLE II. 


Influence of heating at turbidity point on the acidity of albumin-solution. 


Pu 
Buffer mixture 
before heating after heating 


Acetate mixture 4.7 4.8 
Ammonium mixture 9.4 9.1 
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But considering that this moment may not be the only cause 
of the change in acidity as shown here by indicator method after 
the solution became turbid, and furthermore that this moment 
shifts the ac‘dity always in the same direction, we may be allowed 
to put this moment out of consideration for the present. 


III. Errecr or some E1Lecrrotyres on Turpiprry Porr. 


As albumin behaves like an ampholyte, the isoelectric point of 
which seems to lie at Px =5.7, it can exist as cation at the acid 
side and as anion at the alkaline side of this point (Loeb 1918), 
the concentration of albumin-ion being minimum at Pu=5.7. It 
would appear, therefore, that if we add some electrolyte to the 
albumin solution of different hydrogen ion concentration the follow- 
ing cases regarding its turbidity point may be predicted. 

1. At the isoelectric point (Px =5.7) the addition of electrolyte, 
of whatever nature it may be, does not influence much the 
tubidity point. 

2. At the acid side of the isoelectric point the positively charged 
albumin-cation will be casily influenced by polyvalent anions 
and is apt to be destabilized. The addition of salt consisting of 
polyvalent anion and monovalent cation, therefore, will tend to 
decrease the (positive) charge of albumin cation and consequent- 
ly to lower the turbidity point, while the salt consisting of 
polyvalent cation and monovalent anion is less effective (the 
latter kind of salt will tend rather to elevate the turbidity 
point, unless some other factor comes in, If the albumin salt 
of alkali earth is formed, however, and the solubility of the 
compound is much lowered, the addition of polyvalent cations 
cannot elevate the turbidity point, but tends to lower it.) 

At the alkaline side of the isoelectric point the negatively 

charged albumin anion will be easily influenced by polyvalent 

cation and is apt to be destabilized. The addition of salt consisting 
of polyvalent cation and monoyalent anion, therefore, tends to 
decrease the charge of albumin anion, and consequently to 
lower the turbidity point while the salt consisting of polyvalent 


cS 
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anion and monovalent cation will, on the other hand, stabilise 

the protein-anion, consequently elevating the turbidity point. 

To test these reasonings we added to each of albumin solutions, 
at Pu =4.7, 5.7, 6.7 and 9.1 different kinds of salt as sodium chloride, 
ammonium nitrate, sodium sulphate, ammonium sulphate, magne- 
sium sulphate, calcium chloride, barium chloride, barium nitrate, 
sodium citrate and aluminium chloride and determined its turbidity 
point. The hydrogen-ion concentration was kept by means either 
of acetate mixture or of ammonium mixture. All salts used here 
either consisted of Kahlbaum’s pre-war preparation or were 
purified by the authors themselves. The results of the experiments 
are given in the following tables (Table III, IV) and figures 
(Figure 2, 3, 4, 5). 

TABLE [II 


Effect of electrolytes on turbidity point at deSnite acidity 
Salt concentration: 0:2 mol. 


aa Pu 4.7 5.7 6.7 9.1 
Control 67.5° C 61.8 63.0 63.1 
: (67.0) 
NaCl ere 61.0 64.5 68.0 
NH NO. 66.0 60.8 63.8 (68.2) 
NO, 0 Pes oT 
Na,SO, 60.0 61.2 67.0 71.0 

NH,,),SO 60.2 65.2 (70.5) 

( a)e 2 Ad aes i, Py =87 
MgSO, 61.5 61.7 64.5 68.5 
CaCl, (66.3) he Sr aes s 

aCl, ape 64.8 66.3 
BaCl, 66.5 61.5 65.0 66.5 
Ba(NO,), 66.0 64.5 66.0 

Na, Citrate (61.2) 6L.G (70.0) 

‘ Peo5.3 eeeeg 72.5 
AL Cle (65.0) (64.0) 
‘ ‘(Py =4.0 Py=43 
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ike. ee 
Salt with Divalent Trivalent 
monovalent cation or anion 
cation and anion 


anion 


67.5. 


65 
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Fig. 4 
Salt with * Divalent Trivalent 
monovalent cation or anion 
cation and anion 


anion 


70° 
0 
65 Nel! 
Contre! 
62 
PS = 67 
Eigaao: 
75 ¢ 


Nao, Cur 


Controt « ° 
NaC/ , 88 
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TABLE Iv. 


Effect of electrolytes on turbidity point at definite acidity 
Salt concentration : 0.02 mol. 


Pu 4.7 5.7 6.7 9.4 
Salt 
Control | “ae 60.7 62.5 67.1 
NaCl ee 60.7 63.7 66.2 
NH,NO, a 60.6 64.0 66.0 
i es 66,5 60.4 64.4 67.0 
(NH,).SO, (Se 64.5 66.2 
Meso, 65.1 60.5 We 65.6 
CaCl, 66.5 64.5 66.0 
BaCl, j 67 0 60.7 64.1 66.5 
Ba(NO,)» 68.4 Ais 66.6 
Na, Citrate 65.0 60.2 | (64.5) 67.8 
Al,€1, (90.0) 


As will be seen from the tables and figures our prediction was 
fully verified by our experiments. 

As in all cases of the above experiment the certain definite 
acidity of the solution was kept by means of a buffer, the effect 
of salt might be blurred by the presence of the buffer. It was, 
therefore, checked roughly at a certain point of acidity of 
the albumin obtained by the addition of a certain amount of hy- 
drochloric acid or sodiumhydroxide, avoiding the use of buffer 
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solution, and the identical results as above were observed. We 
noticed, however, a queer result when tested with albumin solution 
at P,=6°7. This albumin solution was of the same stock solution 
prepared by dialyzation against pure distilled water and used 
throughout the experiments in this paper, only without any ad- 
dition of hydrochloric acid, sodiumhydroxide or buffer mixture. 
The result is shown in the table V and figurs 6. 


“TABLE VY. 


Turbidity point of albumin solution by addition of salts. 


~ Nature | 
of 
Salt} NaCl | Na,SO, | MgSO, | Bacl, | CaCl, | Na,citrate 
Cone. of 
salt ie 
mot - | 
0.015 = ae = = | = 63.5 
0.025 es = = = e 66.0 
0.035 = = = os | cal 67.4 
0.05 61.5 63.2 622 | 621 | 62.2 68.7 
01 63.0 66.5 ez | 035 | cin | e36 
0.15 64.2 67.2 | 66.1 65.0 65.2 68.5 
0.2 65.7 58.5 68.2 66.5 66.9 68.6 
0.25 67.0 68.9 70.5 68.0 68.0 68.5 
| 
0.3 67.6 69.0 | 715 | 684 68.5 68.0 
0.35 68.5 69.0 72.0 68.8 68.6 67.5 
0.4 69.2 68.6 73.2 69.1 69.0 67.1 
0.45 - 69.5 69.3 134 69.5 69.2 66.5 
0.5 69.5 69.5 75.0 70.0 69.5 66.0 


nwo aati henge ROLE we can recognize from the table and figure, all salts elevated 
the turbidity point, regardless of their nature of polyvalent ions, 
although being at the acidity of the alkaline side of the isoelectric 
point the salts consisting of polyvalent anion and monovalent 
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Fig. 6. 


apelg emycisdu37, 
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cation ought to lower the turbidity point according our prediction. 
This result is, however, quite conceivable when we consider that 
the albumin which was prepared by dialysation against distilled 
water looses the inorganic ions and forms a kind of internal salt. 
On adding the salt to such an albumin solution the salt combines 
with albumin and, the compound formed thus dissociates, being at 
the alkaline side of isoelectric point, into metal ions and albumin 
anions. We may be allowed to extend this consideration in ex- 
plaining the following points with reference to the result of the 


last experiment. 


f. 


If we compare the effect of the addition of sodium chloride, 
sodium sulphate and sodium citrate of the same molar con- 
centration, the grade of elevation of turbidity point is on the 
whole proportional to the number of metal ions contained in 
the salt. 

Calcium and barium salts seem to form less ionizable com- 
pound with albumin than alkali salt. 

In the case of MgSO, we can find in the low concentration 
that magnesium salt behaves just like calcium or barium salt. 
In its higher concentration magnesium sulphate elevates the 
turbidity point most readily, far more than any other salt. 
This is probably due to the less ionizable character of MgSO, 
which therefore does not interfere with the ionization of protein 
salt to any extent. 


TV. Conclusions. 


. The turbidity point of albumin solution is minimum at its iso- 


electric point (Py=5°7). 

On the acid side of the isoelectric point the turbidity point 
lowers itself by the addition of alkaline salt with polyvalent 
anion, while on the alkaline side the addition of salt with 
polyvalent cation causes the lowering of the turbidity point. 
At the isoelectric point the turbidity point remains the same 
with or without the addition of any kinds of neutral salt. 
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3. The turbidity point of albumin solution obtained from electroly- 
tes by the dialysation against distilled water will be raised al- 
ways by the addition of any kind of salt by the formation of 
albumin salt which dissociates into metal-ions and albumin- 
anions as the reaction of the medium in this case lies on the 
alkaline side of the isoelectric point. The effectiveness of salt 
on the raising of turbidity point here is mainly proportional to 
the number of alkali metals contained in it. 
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I. ENTRODUCTION. 


One of the most striking of the physico-chemical characteristics 
of globulin lies in its solubility in the neutral salt solution. But 
with regard to the real chemical relationships involved in this 
property no satisfactory explanation has ever been afforded. 

It was suggested by Hardy (1905) in his extensive studies 
upon serum globulin that the globulin goes into chemical combi- 
nation with neutral salt and that this compound is only stable in 
the presence of excess of the salts. Mellanby (1905) has arrived 
at the same conclusions. But their views on the nature of the 
processes are far from convincing, which matter will be discussed 
later. 

Recently the physical chemistry of protein made remarkable 
progress owing to the researches of J. Loeb (1918-1919) on 
gelatin and S. Kakiuchi (1922) on albumin. According to 
them the isoelectrical point of each protein plays a predominant part 
in its behaviour towards acid, base and especially neutral salt. 

Transferring their results on globulin, the author intended to 
throw some light into the darkness prevailing on the interaction 
between globulin and salt. 

As material, the author chose edestin for the reason that it is 
a globulin which can be easily prepared in a pure crystalline state. 
Its preparation from hemp seed was undertaken by applying the 
Osborne’s method (1918). 


420 K. Kodama : 


II. Viscosrry AND Conpucrivity or EpEsTIN SALT 
with AcriD oR Basz. 

Edestin, like other globulins, dissolves when it combines with 
acid or base. In order to find out first the chemical process 
accompanying the solubility of the edestin to acid or alkaline 
water the author measured the viscosity and the electrical con- 
ductivity of its solution. 


Experiment. — 1 

To each of 0,2 gm. of edestin, weighed off into the 50 ce. Ellen- 
meyer flask, 20cc. of hydrochloric acid or sodium hydroxide of 
various concentration was added, resulting in immediate solution of 
edestin. Then the viscosity by the Ostwald viscosimeter, the 
conductivity by the Kohlrausch’s apparatus were measured at a 
temperature of 30°C. By keeping time constant in each case 
comparative results were obtained. (Table I and LU, Figure 1.) 

The experimental results clearly revealed that with the in- 
creasing combining quantities of hydrochloric acid the viscosity 
increased, and when the former reached a certain amount, the 
latter attained its highest value. Upon still further addition of 
hydrochloric acid, however, the viscosity began to diminish. 

Contrary to this the viscosity of the edestin compound with 
sodiumhydroxide was very small and remained almost unaltered 
throughout a wide range of variation of sodiumhydroxide. No fact 
which I have met with embarrasses me so much as this high 
fluidity. 

As to the conductivity of the solution, in the case of edestin 
hydrochloric acid compound there was the fine parallelism between 
the conductivity and the viscosity observable, and the conductivity 
died off when the amount of hydrochloride increased very much. 
The conductivity due to the compound of edestin with sodium- 
hydroxide was much larger in comparrison with its viscosity and 
increased with the amount of combining alkali without. revealing 
any drop upon farther addition of sodiumhydroxide as far as my 
experiments are concerned. 
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Figure 1. 
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The results are to be interpreted as follows. 
The edestin, which is prepared in the ordinary w oy ha; either 
of the following schematic formulae 


RL j or R 
And the more dialysed against water, the more the former form 


occurs. Being amphoteric, edestin may react with HCl or NaOH 
as the following schemes indicate, 


NH, Cl 
RO. ieeHOa Re Se ee 
\co \ COOH 
NH,O NH,OH 
fo MEOH aad ee 
\coo \cooNa 


Such a molecule dissociates in the ees manner, 


NH, Cl N cl. 
R/ oe ns 
bes ae 

NH, OH NH,OH 

RZ ; = RL ie) + 
\cooNa coo” + Na 


and goes into solution. 

This view has been held by almost all previous authors 
working along this line. Since the edestin like other proteins 
might be regarded as a polybasic and polyacidic molecule, its: real 
behaviour with many sets of acid or base will be of course more 
complicated than these schemas indicate. In the case HCl-com- 
pound the excess of acid diminishes the ionisation of globulin salt, 
just as these relations are shown by other authors with other 
proteins, and the viscosity and the conductivity tend to decrease. 
On the other hand it seems the dissociation of the edestin-NaOH- 
salt is not appreciably influenced by a nearly corresponding 
excess of base. 

And as the mass actions law teaches, that such inhibitory 
effect of electrolyte on dissociation of the salt is to be ascribel to 
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the identical ion, it is evident that we can produce the same effect 
by applying such a salt as NaCl instead of HCl or NaOH in 
either case. Pauli (1920) claims that the above mentioned law 
does not hold for this case, because neutral salt of other cation or 
anion can act in the same way. Other neutral salt as Na,SO, 
can precipitate edestin from its hydrochloric acid solution more 
effectively than NaCl. According to our views, however, SO, ion 
in this case seems to displace Cl ion from its combination with 
edestin, and the resulting edestin-sulphate is less ionisable and is 
of course influenced by excess of salt as above shown. 

As to the nature of viscosity of protein solution there is some- 
what of a divergency of opinion among the workers on this 
subject. Sackur (1903) tried to show the proteid ion as the 
chief factor of viscosity by his ingenious experiments on casein. 
Hardy (1905) also attributed the viscosity to the protein ions and 
considered in conjunction with the extraordinary rise in viscosity 
of serum globulin produced by increasing concentration, that it 
points to the presence in the solution of complex ions which attain 
great size at high concentration and have then the properties of 
matter in mass, so that the fluid with their appearance ceases to 
be truly homogeneous obtaining characteristic low fluidity of the 
heterogeneous state, and that the excess of base diminishes the 
size of these complex ionic states, which is accompanied by the 
low viscosity. Pauli and his coworkers (1920) discussed the 
same phenomenon on the basis of their extensive studies on 
albumin. They found that the viscocity curve always ran parallel 
with that of the ionisation. Manabe and Matula (1913) proved 
this fact decidedly by the potentiometric method. Pauli stated 
that the hydratation of the protein ion is an essential feature of 
viscosity and varies with the nature of the combined molecule. 

The conductivity data in my experiment quite agree with 
Pauli’s view. In the following table the equivalent conductivity 
of the edestin ion was calculated out, taking it for granted, that 
the edestin salt dissociated totally when the combining value of 
acid or base was relatively small. 
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TABLE IIL 

Mol cone Gao Conductivity due Eoae ee 

or base combined 16 waéstin nalt conductivity 
to edestin. : of edestin ion 
HCl 2,48 10-3 314 10-6 60,5 10-6 
NaOH 2,48 10-3 404 10-5 118,0 10-6 
HCl 4,88 10-3 568 10-6 47,8 10-6 
NaOH 5,05 10-3 $33. 10-6 ‘120,0 10-6 
HCl 9:39 10-3 1047 10-6 45,0 10-6 
NaOH 10,05 10-3 15435 06 TOO LOSS 


It is apparent that the equivalent conductivity of anodic 
edestin ion is two times greater than that of a cathodic one. This 
difference of ionic verocity may be ascribed to the grade of 
hydratation of the protein ion, which is solely determined by the 
special nature of each ion. The less hydratated edestin anion 
with larger verocity may be the cause of low viscosity of edestin- 
NaOH-salt solution. 

From these experiments on the electrical conductivity and the 
viscosity of edestin compound with hydrochloric acid or sodium- 
hydroxide the following conclusions can be made. 

1). Dissociation of edeztinhydrochloride is easily suppressed 
by excess of either of hyprochloric acid or of sodium 
chloride, whereas the dissociation of sodium edestate is not 
much suppressed by sodium hydroxide or sodium chloride. 


2). Anodic edestin ion is less hydratated than cathodic edestin 
ion. 


II]. Nervurrat Satt anp EDESTIN. 


A fair number of investigations on the real chemical processes 
playing a part in the solubility of globulin in the neutral salt 
solution have been reported. I have confined myself to a brief 
description of some of the most important ones. 
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Hardy (1905) concluded from his ingenious works on serum 
globulin that the globulin combines a molecule of neutral salt 
with its free amino group, the valency of nitrogen being changed 
from tri-to pentavalent, 


NH, NH; NaCl 
ae NaCl coy 


\cOOH: \cooH . 


This hypothesis is based on the observation that its solution in 
neutral salt contains nv ionic, no electrically charged globulin, as 
is shown by the absence of any movements in an electric field. 
But, at first glance of the above formula one can not understand 
why the free -COOH does not dissociate. Perhaps the electric current 
through such a concentrated salt solution was carried mostly by 
salt and only too small a fraction is transported by globulin ion 
to be detected by his method of analysis. Moreover, according to 
Werner (1920) -NH, group of ampholyte can only combine acid 
with its accessory valency. Other cation except H-ion can be 
thus hardly combined. 

Robertson was of the opinion that the edestin crystallised 
out of the sodium chloride solution has the following constitution 


Na 
H,N:R-CONa:N-R: COOH 
Cl 


and this dissolves in somewhat concentrated neutral salt solution 
undergoing internal neutralization as, 
Na 

H,N:R:CONa:N-R-CO 

| Cl | 


His hypothesis was based on the above described observation of 
Hardy, not supported by his own experiment. 

Pauli (1912) considered that the action of neutral salt on 
globulin was due to ionic character, because non electrolyte as 
urea or sugar can not dissolve globulin, and explained the chemical 
processes in the following manner, which makes globulin capable 
of uniting with both positive and negative salt ions simultaneously, 
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NH, HCl NH,-HCl 
ee a Na CUR at + HCl 
\cooH \cooNa 
H 
NH,” NH, - NaCl 
RL QOH 5 Nace RO ,0 
\COONa \cooNa 


Recently J. Loeb (1918-1919) published the results of his 
studies on gelatin, which deserve special attention as epoch-making 
in the physical chemistry of protein: He showed decidedly that 
on the acid side of the iscelectrical point amphoteric electrolytes 
can combine with the anions of neutral salts, on: the less acid side 
of their isoelectric point only with cations; and at the isoelectric 
point neither with the anion nor cation of a neutral salt. 

S. Kakiuchi (1922) and his coworker found that the neutral 
salts of any kinds and of any concentrations revealed no effect on 
the turbidity of albumin solution at isoelectric point by means of 
heat. 


TABLE IV. Solubility of 


a=The quantity of edestin dissolved in mg. 


PHoft HC! 


2,95 3,04 3.55 3,99 4,21 6,41 
(Aq. .dest) 


a b a b a b a b a b a b 


of NaC. 


2,000N 115.0 6,02 | 169,0} 6,08) 189,0} 6,24) 219,0| 6,41) 223,0] 6,50] 249.0] 6,62 
1,000 | 64,5) 5,99} 82,2) 6,06) 154,0] 6,18) 159,0| 6,38} 154,0] 6,46] 162.0] 6,51 
0,400 8,2) 5,91 | 10,0) 5,93| 20,0; 6,01) 38,2} 6,37] 38,8) 6,42) 40,8] 6,46 
0,200 3,7) 5,58] O | 5,87) 4,7] 5,97]. 6,4) 634! 7,2) 6,36] 81) 633 
O 100M eens 3a 4,2; 5,59) O | 6,92| O | 6,20; O | 6,92). 0 | 6,22 
0,040 | 264,3° 5,05] 33,4) 5,23) 9,4/ 5,50/ 0 | 643) 0 | 6,47) O |} 6,20 
0,020 | 400,0) 5,01} 48,0} -—| 19,6) 5,41) © | 5,95) O | 6,071 O | 6,04 
eS 


0,010 | —| —|1160]. —| 55,4) -+. 37| 5.79 0 | 698| © 1 697 
0,004 | . | —| 1648) =) Yoo 2eeetagl =) loa eae on non 
0002 | —|. —| 16881, —I 9201 eal ll gol ere rom ax 
0,001) —| —|147,6 —| 69,6 —) 11,7) —|. 12 5,801 11 5,92 
Aq. dest} —| —| .—| —|, 466, —! 1281 569), 261 5,791 23] 5.79 
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As globulin behaves itself specifically towards neutral salt it 
seems to us to be of interest and of importance to elucidate the 
relation between them, taking the isoelectrical point of globulin into 
consideration. So the writer undertook the following experiments. 


Experiment. 2. 


To each of 0,05 gm. edestin, weighed off into the Ellenmeyer’s 
flask, 10 ce. of HCl or NaOH of various concentration was poured 
in. In order to avoid the temperature influence the mixture was 
kept for 30 minutes in a water-bath at a temperature of 25°C., 
where the hydrogen-ion concentration was determined by Clark’s 
method (1920). The mixture was filtered and the dissolved 
quantity of edestin in the filtrate was determined nephelometrical- 
~ saly be means of Dubosque’s ‘colorimeter. with nephelometrical 
attachment of Bloor. The calculation was done with Ko ber’s 
formula (1913). The results are indicated in Table IV. 


edestin in sodium chloride. 


b=P, of the solution. 


6,89 7,87 9,19 10,20 10,52 10,69 11,09 


936,01 6,55| 255,0|- 6,71| 275,0| 6,944 .—| —|..—}) —j- =|. —1299,0] 9,02 
168,0] 6,58} —| 6,69) 169,0) 6,94 i 4 ae oe 
48,0| 6,58] 50,9) 6,70, 563) 6909 —| —|) —) —|:-—4 — = — 
$0] -655\0 897 CTI 19.3) C0 Tt a eal ee 
0 16,57! ~ 0:8i> 6.69h-me) 68807 | Se | ee 
0 —| O|} 666 06 693) —| — 
0 | 657, O|} 665) OO}; 692 — — + — —| —| 42,9) 10,12 
0 | 6,57; O | 6,64 
0 

0 


0 
6,48; 0 | 6,65) 0 
BAt TOV) G5) uuOe), O80) oat Me] et 
0 
0 


—|) =" -O 1, 6,64 
0,9) 5,89) O | 6,64 


6,88, 0 | 7,88) 4,6) 8,29) 13,8) 8,93) 46,4) 10,29 
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As seen in the table edestin dissolves as hydrochloric acid’ salt 
at the acid side of Py 5,9 and as sodiumhydroxide salt at the basi¢ 
side of P,, 8,0. At the reaction of medium ranging from Pu 5,9 
to Px 8,0 the dissolution of edestin was not detectable by nephelo- 
metric method. But the experiments of electrophoresis revealed 
that the edestin suspension moved slightly towards the cathode at 
Pu 5,9 in 30 minutes, and at Ps 6,88 in 1 hour. Wher the 
reaction reached Px 8,0 and edestin began to dissolve, it migrated 
to the opposite direction. The reason why the edestin did not 
dissolve as NaOH-salt until the basidity attained to Psa 8,0 can 
be explained plainly by assuming that the NaOH-salt is liable to 
hydrolyse into insoluble’ free edestin and sodiumliydroxide and 
this hydrolysis can be only suppressed at Ps 8,0. On account of 
this fact when the edestin suspension alkalised with sodiumhydroxide 
to the extent of Pu 7,8 was put under the electrical stress of 
100 volts, the free sodiumhydroxide was removed promptly from 
the combination with edestin, so that the edestin behaved itself 
as if it had not previously received an alkaline treatment. 

The neutral sodiumchloride was only capable of dissolving 
edestin when the following two conditions were fulfilled. 

1). The concentration of salt must be greater than 0,2 N. 

2). The acidity of the medinm must not exceed Px 5,9. 

rom the above experiments it might be assumed that the 
isoelectrical point of edestin exists at Pu 5,9. At the basic side 
of this point edestin may react with NaCl of certain concentration 
as follows, 


This compound dissociates in excess of salt such as 


AH, O 


\cooNa 


_ pana 


SUG Nn 


and goes into solution. 


Solubility of Globulin. 431 


This hypothesis affords the explanation for the following experi 
mental facts, 

1). As it was shown in the previous experiment on viscosity 
and conductivity of acid or basic edestin solution, the dissociation 
at -NH,Cl group is likely to be suppressed by excess of salt, 
while the -COONa group dissociates quite well even in such an 
excess of salt. 

2). Such an undissociable  salt-formation at amino-group 
reduces the basicity of the molecule so that the acid character 
of the protein molecule becomes clearly predominant. By virtue 
of this fact the -COONa group does not hydrolyse by the presence 
of excess of sodium chloride even at a basicity as low as near 
Px 5,9, while when the -NH, group of edestins is free as it is 
the case of solution poor in salt the basicity must run up as 
much higher as Ps 8,0 to prevent hydrolysis and to keep the 
edestin in solution. 

3). In the electrophoresis test with edestin solution in neutral 
salt solution edestin moved, though quite slightly, towards the 
anode. This phenomenon could be detected by means of the 
sensible nephelometrical method, but the turbidity was too. small 
to permit of quantitative calculation. 

4). The compound of edestin with NaCl is not stable at the 
acid side of Px 5,9, because as weak acid the edestin is easily 
reacted with other acid and changes into insoluble form as follows 


NH,Cl NH. Cl . 
RE 4 HCY = RC + NaCl. ° 

COONa COOH. 

(soluble) (insoluble) 


It is unstable also, when the concentration of NaCl is lowered to 
about 0,2 N owing to hydrolysis such as, 


NH, Cl NH,Cl 
Re eee. He Oran" es hoe NAOH, 
\cooNa \cooH 
(soluble) (insoluble) 


By dilution with water, therefore, edestin is thrown out of solution 
accompanied by the change of the reaction of medium, as the 
following experiment shows. 
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1% edestin solution in 2N, NaCl solution, Py 6,15 
After diluted 5 times with distilled water of P, 6,10, Py 6,88. 


SUMMARY. 


It has been shown in this paper that the iscelectrical point of 
edestin may exist at a hydrogen ion concentration of Pa=5,9 and 
NaCl can only dissolve edestin at less acid side of this point, 
reacting stoichiometrically in the following manner, 


NH, 
BO en ENaC eet eee #10: 
\cooH \coo--+Nat 


and that the more sodium chloride present in the solution, the 
stronger acidic behaves the edestin and the hydrolysis of its alkali 
salt is easily suppressed. 
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All materials of milk such as casein, albumin, enzym, and the 
fat present as emulsion belong to the colloidal system. Casein is 
a very important substance from the standpoint of the colloid 
chemistry of milk, as it is present to such a great extent as 0.67 
-4.97 % of the total dry matter, the quantity of which is 9.22- 
19.18 % of milk. The albumin, known as lactoalbumin, is also 
present to the extent of 0.53-1.55 96 and plays also an important 
role in milk. But the application of colloid chemistry to milk by 
other. authors has been concerned chiefly with the protective 
phenomenon of lactoalbumin to casein. If we compare the average 
compositions of various milks and the differences of these coagula- 
tions, the role of the protective substance in milk will be easily 
understood. 


TABLE I. 
Constituents Cow Human | Goat Ewe Mare Ass 
Specific gravity T0316. 4) 103 1,0305) 1.0298) 1.0347} 1.036 
Water 87.27 87.41 85.71 80.82 | 90.78 89.64 
Casein 3.02 1.03 3120 4.97 1.24 4.67 
Albumin 0.53 1.26 1.09 1:55 0.75 1.55 
at 3.64 3.78 4.78 6.86 1.21 1.64 
Milk sugar 4.88 6.21 4.48 491 5.57 5.99 
Ash 0.71 0.31 0.76 089 0.35 0.51 


It is well known that an infant can digest human and ass’ 
milk more easily than cows’ milk Jacobi and from the above tabel 
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we see that in cows’ milk, the ratio of albumin to casein is only 
0.53: 3:°02=1: 5.7, whereas in human milk it is 1.26: 1.03=1: 
0.8 and in ass’ milk 1.55: 0.67=1: 04. Koplik (1902) stated 
as follows:—“ Cows’ milk is precipitated or coagulated very 
quickly by the aid of acids or salts. Hence in the infant stomach, 
cows’ milk soon coagulates in large masses even when much acid 
of the gastric juice is not present. On the other hand, human 
milk coagulates very slowly and in small masses, after absorbing 
a large amount of acid of the gastric juice. The difference in the 
modes of coagulation in the above two cases is of great importance 
in the study of infant feeding.” ‘Brennemann (1910) stated 
also that. ‘“ when fresh milk is drunk, the curds formed in the 
human stomach are very large and hard, but a starchy decoction 
when added to the milk, causes smaller curds, which are easily 
digested. So cows’ milk can be made to resemble human or ass’ 
milk in their protective qualities by the addition of such colloidal 
substances as gelatine, gum-arabic, or starchy solution. 

Very interesting observations with the ultra-microscope were 
made by Alexander and Bullowa (1910) on this subject. 
These authors followed the coagulation of milk by heat, rennin 
and acid, with and without the addition of protective colloids, by 
the aid of the ultra-microscope. They concluded that “the casein 
of milk is an irreversible and coagulating colloid, which is pro- 
tected by lactoalbumin, the latter being a reyersible and_ stable 
colloid ; and for infant feeding it is necessary not only to consider 
the percentage of total proteids, fat ete, present in the milk, but also 
to see that the casein is adequately protected.” 

In the coagulation of milk in the stomach, two processes are 
distinguished, one of which is caused by the action of acid, the 
other by the action of enzyme. Kreidl and Neumann (1908) 
stated that” the coagulation process by means of lab-enzyme in 
milk is similar to that of thrombin in blood and it is an action 
of both enzyme and Ca-ion. In this reaction, the concentration 
of enzyme is always decreased in “molke,” therefore it is evident 
that some quantities of enzyme are adsorbed by the coagulated 
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casein.” This fact was also proved by many authors. (Potry, 
Oppenheimer, Reichel u. Spiro, Spiro, Fuld). If we 
consider the numerical equation of this reaction, the concentration 
of enzyme is inversely proportional to the coagulation time i. e. 
L. T=constant :—where L=lab-concentration, T= coagulation time. 
Recently, Bauer and Herzfeld (1921) examined this reaction 
thoroughly, tracing a curve, and proved that it coincides with the 
above formula. But we have no information concerning the in- 
fluence of protective colloids on this reaction. 

Beside this information we have still many questions which are 
of importance in infant feeding, especially concerning the protective 
colloids of milk. If we want to select a good protective colloid, 
we roust pay great attention to the following factors, which must 
be in agreement with the characters of these colloids. 

(1) The protective colloid must consist of nutritious agent. 

(2) The protective colloid must have a definite protective 
power and for this purpose it is more convenient when it is a 
pure chewical compound. 

(3) The colloid must have a protective action against the two 
processes of coagulation, which are caused by acid and by enzyme. 

(4) The colloid must not spoil easily and at the same time, 
must have a convenient form for transport. 

(5) The protective colloid must dissolve easily in milk, and 
in water and must have no power to destroy the taste of milk. 

Under the considerations of all these factors, the following 
experiments to select a good protective colloid against milk coagula- 
tion were undertaken. i 


J. PROTECTIVE VALUE AGAINST THE COAGULATION 
or GoLD-coLLoID SoLurion. 
A+ gold colloid solution was prepared by Zsigmondy’s 
method, a3 follows:— 120 cc. of excellent pure water, which was 


prepared by redistillation with tin cooler and reserved in a Jena 
glass flask, was poured into a glass beaker and boiled. It was 
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mixed with 2.5 ce. of gold hydrogen chloride solution (6 gm. of 
AuCl,.H. 4H,O in 1000 cc. of tedistilled water), 3 cc. of 0.18 
normal solution of pure K,CO,; and 3-5 ce. of dilute formalin so- 
lution (0,3 ec. of cone. formalin in 100 cc. of water), stirred vigor- 
ously and kept boiling till the mixture showed a bright red: colour. 
In the following experiment, 10 cc. of the gold colloid solution 
was mixed with the following quantities of 0.5 %% colloid solution 
in a clean test tube and titrated with 2 normal NaCl nolnHon till 
the mixture showed a bluish purple colour. 


Table LI. 
Colloidsotation, |, Quantity of | GR" Yop | Quantity of | SNP NaCl 

solution. solution. 
Water only ON Fee: 0.45 ec. ° — f — 
Common rice starch sol. 0.1 ce. 1.40 ce. 0.25 ce. 2.40 ce. 
Glutinous rice starch sol. 0:1 cc. 1.50 ce. 0.25 ce. 3.00 cc. 
Potato starch sol. 0.1 ee. OL9aec: 0.25 ce. 1.60 ce. 
Katakuri starch sol. 0.1 ce. 0.75 cc. 0.25 ce. 1.10 cc. 
Sweet potato starch sol. 0.1 ce. 0.65 ce. 0.25 ce, 0.95 ee. 
Wheat starch sol. 0.1 cc. 035 cc. 0.25 ce. 1.10 ec. 
Dextrine sol. 0.3 cc. 1.00 ce. 1.00 cc. 1.50 cc, 
Alkali-glutinate sol. 0.1 ce. 1.90 ce. 0.25 ec. 3.80 ce. 
Egg white sol. Olce. 110% ce. 0.25 ce. 2.70 ce. 
Peptone sol. 0.1 ec 0.60 ce. 0.25 ec. 1.30 ce. 
Gelatine sol. 0.1 ce. 8.00 cc. 0.25 ce. 12.00 ce. 
Sodium nucleate sol. 0:1. ce; 28 ec. 0.25 ec. 4.90 ec. 


In the above experiment, all kinds of starch were purified till 
they showed no protein reaction and their ash contents were 
decreased to 0.1-0.4 9%. ‘Dextrine was made in Kahlbaum which 
contained no reducing substance. Gelatine, was transparent, showed 
no colour and gave no reaction of sulphuric acid which was used 
for purification. Na-nucleate was prepared from yeast nucleic 
acid and recrystallized from alcohol solution. By the above table, 
we found the powerful protective action of colloids in the following 
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order :— Gelatine > Na-nucleate > Alkali-glutinate. The protective 
power of Na-nucleate was 4-5 times that of starch. 


II. Protective AcTIoN oF COLLOIDS AGAINST 
THE MILK COAGULATION By ACID. 


As already mentioned, Bauer and Herzfeld (Lc.) stated that 
the coagulation of milk is a function of the concentration of enzyme 
and the time of coagulation which when traced by the ordinary 
curve tracing method, shows one curve. On the contrary, in the 
case of coagulation by acid, it shows a straight line. Hence there 
is a clear difference between the coagulations by acid and by 
enzyme. But, for practical purposes the colloid must be able to 
prevent the coagulation of milk which is caused by either of these 
agents, as both are wet with at the same time in an infant’s 
stomach. ‘Therefore, we examined at first the protective power 
of different colloids against the coagulation of milk caused by the 
following method. 

10 cc. of fresh cows’ milk were mixed with 9cce. of water or 
0.5 9% of colloid solution in a large test tube and after addition 
of acid solution, each test tube was placed in a water bath at 
40°C. When the coagulation was observed in the control, all 
tubes were taken out, from the water-bath and cooled to 17° C 
and shaken for 10 minutes on a shaking machine. Thus 10 ce. 
of homogenized coagulated milk were poured into a measuring 
tube and treated for a definite time by a centrifugal machine and 
the volume of separated coagulum was measured. If the separa- 
tion of coagulum was not observable, we continued the centrifuga- 
lization and determined the time of coagulation and its volume. 

The cows’ milk used in our experiment, was freshly milked 
every morning at 6 o’clock and preserved in an ice chamber. In 
each series (A, B, C,..) of the following experiment, the same 
milk was used which was milked in the same morning. The 
fresh milk showed almost neutral to litmus paper and during a 
whole day after milking, there was no change in its hydrogen ion 
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concentration. The following numbers are the average volume (cc.) 


of coagulum of 2 samples. 


TABLE III. 


Solution of 


(10 ce. of milk (A)+9 cc. H,O 
or 0.5 % of colloid solution + the 
following quanties of N/4 acetic 


(10 cc. of milk |B) 
+9cc. HO or 0.5 9% 
of colloid solution + 
the following quan- 
tities of acetic or 
lactic acid.) 


Brdteouve penises ts Pa ea N/50 
cotlpigs, See 
2.5 e¢.| 2.5 cc.| 2.0 cc.}2.0 ce} 2.0 ce.) 25 ce. 
Time of coagulation. 30 sec.| 3 min.| 30sec. 1 min.|2 min.) 1 min. 
H.0 (control) 1.25ce. = 1.4 ce.| 1.2 ec | — 1.7 ce. 
Common rice starch sol. | 1.6 ce.) — 2.5.cc 1.9 cc] 1.4cc! 2.9 ce. 
Glutinous rice starch sol.| 1.8 ec.| — 2.8 cc.) 1.8 ce] 1.6 cc} - 2:8 ce. 
Potato starch sol. 1.67ec;| — PIC — 3.1 ce. 
Katakuri-starch sol. 1.4 ec.| — 2.7: ce.|-— — 2.8 ce. 
Sweet potato starch gol. {13 cc.) — 24 ec.) — — 3.3 CC, 
Wheat starch sol. 1.3 cc} — 2:6 cc.) — — 3.3 cc. 
Corn starch sol. ences) —— DCC: — 3.2 ce. 
Dextrine sol. — — n0, 4.0 ce) 2.5 cc] 2.6 cc 
Alkaliglutinate sol. oe 1.8 ec. = ie we fe. 
Egg white sol. — aS ee) == _ ae en 
Peptone sol. — USiec: 
Gelatine sol. — 1.3 ce.| no no 3.5 cc.) 2.4 ec. 
Sodium nucleate sol. — no no no nd no 


N/2 lactic 


acid 


ZU Ce: 


no 


sol. 


1:5: ee? 


5 min. 
15 ce 
1.6 ce. 
1.6 ce. 
2.5 ce. 
eS) ce: 
2.0 ce 
2.0 cc. 
2.0 cc. 


nod 


By this table we observed that the protective action of Na- 
nucleate against the coagulation of milk by acid is most powerful 
and the actions of gelatine and dextrine are next in power. This 
order of the protective powers of colloids against the coagulation 
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of milk by acid is different from that of coagulation of Au-colloid 
solution by salts. . 


III. Prorectrive Action or CoLLorps 
AGAINST. THE Mink CoaGULATION BY RENNIN. 


The powers of the protective action of colloids against the 
coagulation of milk by rennin were compared by the same method 
as above mentioned and the following results were obtained. In 
this experiment, the viscosity of colloid solution was alsa compared 
in order to observe its influence upon the protective action, estimat- 
ing the flowing time of solution through an Ostwald’s viscosimeter. 

TABLE IV. 


10 ce. of milk (C)+14cc. H.O or 0.5 % colloid solution 
+1ee. of 0.1 9% rennin solution. 
Time of centrifugalization=2 min. Temperature =7.5 —8.0°C 


Solution of protective colloid. ee a Flowing time. t/t, 
Water only (control) 1.9 cc. 9.60 sec. 1.00 
Common rice starch sol. 2.6 ec. 12.80 sec. 1.35 
Glutinous rice starch sol. 25 ce. 13.20 sec. 1.74 
Potato starch sol.’ 2.4 ce. 17.40 sec. 1.81 
Katakuri starch sol. 2.6 co. 13.2 sec. 1.33 
Sweet potato starch Sol. 2.4 ce. 11.8 sec. 1.23 
Wheat starch sol. 2:5 oc: 11.6 sec. 1.21 
Corn starch sol. Dut. CC; 12.4 sec. 1.29 
Dextrine sol. PROMCC 10.6 sec. 1.10 
Na-Glutinate sol. no — -- 

Egg white sl. a Cc, — a? 

Peptone sol. 3.4 ec. — == 

Gelatine sol. 4.0 ee. 12.20 sec. 1.27 
Na-nucleate sol. no 10.4 sec. 1.08 


The aboye results show that the protective action of na-nucleate 
and alkali-glutinate are the most powerful, next to which is gelatine 
with twice the power of starch. At the same time, we know that 
the protective power has no definite relation to the viscosity. I 
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we consider these results comparing them with those of the former 
table, we find that na-nucleate has the, most powerful protective 
action against the coagulation of milk by acid as well as by ren- 
nin, while other powerful protective colloids do not show the same 
power against both kinds of coagulation. Hence, against milk 
coagulation we recommend na-nucleate as the best protective colloid. 


LV. INFLUENCE oF NA-NUCLEATE UPON THE COAGULATION 
CURVE OF MILK. 


In the above description of the reaction of milk coagulation, 
we stated that the product of the concentration of rennin and the 
time of coagulation is constant. Hence we determined to ascertain 
the influence of na-nucleate as the protective colloid upon this 
reaction. For this purpose, fresh milk was diluted with 0.5 9% 
na-nucleate solution and its coagulation time in the presence of 
rennin was compared with that of control in a water bath at 38° 
©. The following numbers are the average of two samples. 


TABLE YV. 
z Time of Time of 
Quantity of HO "3 coagulation. coagulation 
Quantity) 224 0,5 9% na- Quantity of z A 
nucleate sol. y 4 ‘5 (with Dilution of 
= : 
of milk,| _____ rennin solution] §°S control.) Protect ee ear 
(Na- = \ ah (pro- 
(8,0) = colloid.) | (COP) | tective 
nucleate) la trol) | colloia 
20 cc. | 10 cc} — 1|1.0cc. (0.25 9%) 1/40min; — 0}; — 
o — TORCCal iss i — 6.5 min.| — 6.5 
20 cen} 10 ec. = 55 10 | 12.min.) — 12 | — 
# — UOkce. Ae, = — 28. min.) — 2.8 
20 cc. | 10 ce. — “3 50 | 49.min) — 0.98} — 
es — 10 cc. *3 Be — OSM In ee —— 3.40 
20 cc. | 10 ce. — . ed OOP 1150 eran! — 1.05); — 
59 —_ TOR cera ae. a 28 = = a 
20 ec LOrec; — 55 200 |165, min _— 0.85) . — 
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Quantity of HO 


Capo colada ott 
of milk. 
(HO) Ses 

20 cc 10 ce — 
% — 10 ce, 
20 cc. | 10 cc — 
” — 10. cc. 
20 cc. | 10 cc — 
% — 10 cc. 
20 cc. | 10 cc — 
rs — 10 cc, 
20 cc, | 10 cc. = 
Fr 5 ce, 5 ce. 
20 cc, | 10 cc. — 
- 5 ce. 5 ce, 
20 ce. | 10 ce. = 
- 5 ce. 5 ce. 
2) cc. | 10 ce. 325 
» 5 ce, 5 ce 
20 ec, | 10 ce, — 
oy 5 ce. 5 ce, 
20 cc. | 10 ce, — 
» 3 ce. 7 ce. 
2) cc. | 10 ce. —= 
” 3 ce, 7 cc. 
20 cc. | 10 ce. — 
” 3 ce. 7 ce, 
20 cc. | 10 ce. — 
- 3 ce. 7 ce, 
29 ce. | 10 cc. — 
ee 3 cc, 7 ce, 


A Time of Time of 
r E coagulation. coagulation. 
Quantity of « me tania 
rennin solution. 8 4 (Control.) pees Tennin. 
a eolloia, | (con. | PFO 
a trol.) colloid) 
2.0 cc., 1 3, min, *— 3.0 — 
a + — 3.5 min.| — 3.5 
bh 10 9. min. == 0.9 — 
; el ee eet mind. 2. at 
. 50 | 14min} — | ose} — 
” ” —_ 93. min.| — 1.81 
: 100 [101.min|J — | 101} — 
53 9 — |270.min.) — 2,70 
2.0 ce, 1} 4-minj — 4.0 i 
” ” baie 4. min. —e 4.0 
ee 10 8. min. — 0.80 | — 
” ” — 9, min.} — 0,90 
& 50 | 38. min.) - — OCs 
x F — 46. min.| — 9.92 
33 100 | 95. min. == 0.95 | — 
” ” — /121,min;) — 1.21 
% 200 |203.min| — Ota 
“A ' “5 — (|287,min) — 1.43 
Rapier as) rar emma ros: 
5 Pletal | aired ns | ak 
Pe 10 7. min — 0.80 |; — 
on ” — 10.min} — 1.0 
As 50 | 35. min — OV) oS 
A ” _ 46. min.| — 0.90 
: 100 |-70,min| -~ | 0.70| — 
ae ” — 119. min.) — 119 
‘ 200 |137.min.| — | 069) — 
% — (/285.min.) — 1.43 


From these results we obtained the following conclusions ;— 
(1) The time of coagulation of milk is almost proportional to 
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the concentration of the enzyme. 

(2) _ When. the quantity of the protective colloid is constant, 
the prolongation of the coagulation time is greater than the 
degree of the quantity of enzyme. 


APPENDIX. 
Below will be found the results of the examination of the coagulation of 
human milk by the same method as above. 
10 ce. of human milk +10 cc. H.O+0.2cc. or 2.0 cc, or 4¢.c. or 6.0 cc. of rennin sol. 


(Coagulation time by. minutes) 22.0 95,0 42.0 25.0 

10 cc. of human milk#10 cc. H,O+1.5 ce. or 2c.c. or 6.0cc. of N/4 acetic acid sol. 
(Coagulation) no n0 bate) 

10 cc. of human milk+10 ce. Hx0+1.5 cc. or 0.2ce or. 2.5 ec. of N/2 lactic acid sol: 
(Coagulation) no no. no- 


Thus human milk has a great resistance against the coagulation by acid and 
rennm. 


V. SumMMARY. 


. On the examination of the protective action of six kinds of 
starches, dextrine, alkaliglutinate, egg white, peptone, gelatine and 
na-nucleate against milk coagulation, we obtained the following 
conclusions. 

(1) In these colloid solutions, the protective power against the 
coagulation of gold colloid solution was in the following order :— 
Gelatine > Na-nucleate > Alkaliglutinate. 

(2) The protective power of these colloids against the coagua- 
lation of milk by acid was in the following order :— Na-nucleate > 
Gelatine >Dextrine. In the case of coagulation of milk by rennin 
the protective action was in the following order:— Na-nucleate > 
Alkaliglutinate >Dextrine. Hence in these protective colloids against 
the coagulation of milk na-nucleate was found to be best. 

(3) The viscosity of the protective colloid solution showed no 
definite relation to their protective power and the viscosity of na- 
nucleate solution was found t> be very weak though its protective 
action was very strong. 

(4) The coagulation time of the rennin action was delayed in 
the presence of the protective colloid (Na-nucleate) whereas the 
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prolongation of time was greater than the decreasing degree of the 
quantity of enzyme, when the quantity of the protective colloid 
was constant. 

(5) ‘The coagulation of human milk corresponded to that of 


cows’ milk as shown below :— 
The protective 


Milk Rennin solution. colloid solution. 
10 cc. of human milk+10cc. of HyO....2.0ce. of 0.25 9% sol. without colloid. 


10 ce. of cows milk+10cc. of H,0....1.0cc. of 0,0025 % sol. without colloid. 
10 ce. of cow’s milk-+10 cc. of na-nucleate sol. 2.0 cc. of 0.005 9% sol. with colloid. 
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UBER DEN EINFLUSS DES VITAMINS (B) AUF 
DIE VERDAUUNGSFUNK TION. 


Von 
SOGEN TsUKIYE unp TAKEO OKADA. 


(Aus der biologisch-chemischen Abteilung des Instituts fiir Infelctionslerankheiten 
der Universitét zu Tokyo. Vorstand: Dr. T. Komoto.) 


(Eingegangen am 5. Juni 1922.) 


Kurzlich isolierte Tsukiye aus dem Reiskleienextrakte eine 
der Histidin- oder Pyrimidinbase angehorende Substanz, die eine 
grosse Heilkraft gegen die Hihnerberiberi besitzt. Wenige Milli- 
gramme dieser Substanz genugen, um die Nervenlihmung zu 
beseitigen. Gibt man den Huhnern und Mausen, die infolge der 
einseitigen Reisernihrung abgemagert sind, Futter mit dieser 
Substanz, so kann man bald eine Korpergewichtszunahme beobach- 
ten. Es wurde dann festgestellt, dass diese Substanz dem 
Vitamin (B) identisch ist. Hier mogen nochmals kurz seine 
chemischen Higenschaften folgen : 

1. Nicht fallbar durch Bleiessig aus saurer Losung ; vollstiindig 
fallbar durch Phosphorwolframsiure aus schwelelsaurer Losung ; 
fallbar durch Baryt und Silbernitrat aus neutraler oder schwach 
alkalischer Losung; fallbar durch ammoniakalische Silbernitratlo- 
sung, jedoch im Uberschuss yon Ammoniak sich wieder auflésend ; 
fallbar durch Gerb- oder Pikrinsiiure. Das Salz der Pikrinsiure ist 
in Alkohol und heissem Wasser loslich. 

2. Biuret-, A bderhalden-Schmidtsche-, Millonsche-, W ei- 
delsche-, Xanthin-, Murexyd-, Diazoreaktion sind alle negativ. 

3. Vitamin (B) ist leicht adsorbierbar, dialysierbar und nicht 
giftig. 

4. Bei seiner Trennung sind folgende Punkte zu berucksich- 
tigen : 

(a) Was seine Loslichkeit anbetrifit, so lost es sich, trotz 
seiner fast neutralen Eigenschaft, in saurem Alkohol sehr 
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leicht, jedoch in neutralem iber 809% schwer. 

(b) Bei der Fraktionierung mit Silbernitrat und Baryt 
miissen die Yuckerarten, die verblitnismadssig viel im Reis- 
kleienextrakt enthalten sind und im Wege stehen, beruck- 
sichtigt werden. 

Das Verhalten des Vitamins (B) zur Nervenlihmung ware noch 
eingehender zu untersuchen, aber indem wir dies auf spiter zuruck- 
geleot, haben wir der Ursache der Korpergewichtszunahme der 
durch die einseitige Reisernihrung abgemagerten Tiere bei der 
Beimengung des Vitamins (B) zum Futter nachgeforscht. Wie 
schon bekannt, verursacht die einseitige Futterung der Tiere mit 
Reis Anorexie, wahrend die Beimengung des Vitamins (B) zu 
solchem Futter eine sofortige Appetitsteigerung hervorruft. Bei der 
Erklarung dieser Ursache schreibt Ulmann dem Vitamin die 
fordernde Wirkung bei der Sekretion des Verdaungssafis zu. C. 
Funk ist derselben Ansicht und sagt, dass das Vitamin die 
Funktion aller Verdauungsorgane fordere. A Lumiére hat auch 
in den Kropfen der Tauben, die ausschliesslich mit poliertem Reis 
ernahrt wurden, eine Verminderung des Verdaunngssafts und Ver- 
mehrung desselben bei der Futternng der Tiere mit Hefe beobachtet 
und bezeichnet die Wirkung das Vitamin als excitor-secretor. Ts ist 
zwar neuerdings die Forschung tber dieses Problem mit regem In- 
teresse betrieben worden, da aber das dazu verwendete Vitamin nicht 
rein zu sein scheint, kann die dabei erfolete Wirkung nicht direkt 
der des reinen Vitamins zugeschrieben werden. Daher haben wir 
den Einfluss unseres vorher erwihnten Priiparates, welches wir fir 
zienlich rein halten, auf die Verdauungsfunktion untersucht. Hier- 
yu wurde das Pankreas, welchem die hauptsichlichste Ver- 
dauungsfunktion bei den Tieven zugesprochen wird, gewahlt, und 
Lixperimente zur Prifung der folgenden zwei Punkte ausgefihrt : 

1. Der Einfluss des Vitamins ’(B) auf verschiedene Pankreas- 
fermente. 

2. Der Einfluss des Vitamins (B) auf die verinderte Pan- 
kreasfunktion der Hunde, die ausschliesslich mit poliertem Reis, 
Kochsalz und Wasser ernihrt wurden. 
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Der Eryriuss pag Viramins (B) aur pir VERSCHIEDENEN 


PANKREAS-PERMENTE, 


Um den Einfluss des Vitamins 


(B) auf Amylase, Trypsin und 
Steapsin festzustellen, 


wurde die Pankreatinlésung mit der Vitamin- 


Fig, 1, 


700 | 640064 640000 


7 O |329000| 320000 


80000 
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a=Kurve von Amylaseactivierung durch Vitamin (B). 
é/ = Kurve von Amylaseactivierung durch Vilamin bei 1 Py 
(//=Kurve yon nicht Activiertwerden durch Asche bei Py =7.2. 
b=Kurve von nicht Activiertwerden yon Trypsin durch Vitamin (B). 
¢=Kurve von nicht Activiertwerden von Steapsin durch Vitemin (B). 
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(B)-lésung versetzt, und die Amylase wird nach der modifizierten 
Woblgemuthschen halbstiindigen Methode von Inoue, das 
Trypsin nach Fuld-Grossschem und das Steapsin nach Kanitz 
schem Verfahren gemessen. (Bei allen Versuchen dieselben Methoden 
befolet.) Wie Fig. 1 zeigt, wbt das Vitamin (B) auf das Trypsin 
und Steapsin keinen Einfluss aus, wiahrend die Amylase dadurch 
activiert wird. Um festzustellen, ob dieser Vorgang der geringen 
Menge anorganischer Salze, die dem Vitamin (B) beigemengt sind, 
zuzuschreiben ist, fuhrten wir unter der gleichen Bedingung Ex- 
perimente mit dessen Aschenbestandteilen aus, die jedoch negativ 
ausfielen. Es werden daun Versuche mit denen der Vitamin-(B)- 
losung, deren H-Ionen Konzentration mit der Aschenlosung gleich 
korrigiert wurde, durchgefiihrt, und die Activierungskraft auch in 
diesem Fall festgestellt. Hieraus lisst sich wohl schliessen, dass 
diese Activierungskraft durch Vitamin (B) veranlasst wird. 


Dir BrziesuNG DES VITAMIN (B) ZU DER VERANDERTEN PANKREAS- 
FUNKTION DER HUNDE, DIE AUSSCHLIESSLICH MIT POLIERTEM 
REIS UND WASSER ERNASHRT WURDEN. 


Als pathologische Veranderung des Pankreas der Vogel (Ogata 
u. a.) und Hunde (Kawakita, Suzuki u. Kagoshima) die 
nur mit poliertem Reis ernihrt werden, ist vor allem die 
Atrophie hervorzuheben. Es ist leicht verstiindlich, dass dabei die 
Pankreasfunktion stark geschwicht wird. Da dartber keine 
ausfuhrlichen Versuche vorliegen, stellten wir die nachstehenden 
an. Den Hunden werden permanente Fisteln dngelegt, und die 
Ernibrung einseitig mit Reis, Wasser und Kochsalz fortgesetzt, 
um die Veranderung der Absonderungsfunktion des Pankreas zu 
beobachten. Nach 7-10 Tagen wird eine deutliche Abnahmie der 
Funktion festgestellt. Innerhalb 21 St. nach der Fitterung werden 
abgesonderter Pankreassaft und ausgeschiedene Fermentmenge 
jede halbe Stunde gemessen. (Der Einfachheit wegen wird die 
nach 2) St. nach der Fiitterung ausgeschiedene geringe Menge 
Saft ausser acht gelassen). 
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Durch die Fortsetzung dieser Experimente wird unsere Auf- 
merksamkeit nicht nur auf die Abnahme der Pankreasabsonderung, 
sondern auch auf die auffallende Verainderung des Sekretionsyerlaufs 
gelenkt. Wie aus Fig. 2 ersichtlich, nimmt die Absonderung 
zwischen der 1 ten und 2 ten Stunde, wo sie am stirksten sein soll, 
deutlich ab. In allen Fallen lasst die Absonderunge deutlich nach, 
aber in einem bestimmten Zeitpunkt kann sie fast vollstindig 
ausbleiben. 


Biguge 


(Halbstunde) (Halbstunde) (Halbstunde) 


Pankreassaftmenge. 


Reisgenuss Reisgenuss Reisgenuss 
I. Tag V. Tag X. Tag 


5 5 ae te . 
Kinzelner Sekretionsverlauf bei der einseitigen Reiserniihrung. 


Nun bleibt noch festzustellen, welchen Einfluss Vitamin (B) 
auf die Pankreasabsonderung der Hunde, die intolge der einseitigen 
Reisernihrung die Absonderungskratt eingebtsst haben, ausubt, 
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Einfluss durch Reiskleienextrakt. 


Erniihrt man die Hunde, deren Pankreasabsonderung infolge 
der einseitigen Reisernihrung zurickgegangen ist, mit Reiskleien- 
extrakt, so nimmt die Absonderung, wie Tabelle 2 zeigt, auf 
einige Zeit zu. Wenn man auch den sauren Reiskleienextrakt 
neutralisiert, so fordert er doch die Absonderung mit nahezu 
gleicher Starke (Tab. I, Fig. 3). 


Einfluss durch Vitamin (B). 


Als wir dem polierten Reis 0,06 g Vitamin (B) taglich bei- 
mengten, konnte wir am 1 ten Tag keine, aber am 2tenu. 3 ten 
eine bedeutende Zunahme der Absonderung feststellen. Noch 
interessanter war die Beobachtung, dass trotz der Hintstellung der 
Vitaminbeimengung die Absonderung eine zeitlang noch weiter 
zunahm, die aber bei einfacher Reisnahrune nach einer bestimm- 
ten Zeit wieder abzunehmen begann. Dieses Verhaltnis stimmt 


TABELLE I. 


R.= Reis Aq. = Wasser 
D.=Darmsaft G.=Galle 


Hund N. 3. Patikteassates | ey ee | ee ee eae 
Dat. menge in P PD | P+q@ 
Nahrung 2,5 Stunden. =e eee 
Za eee Diy (mg) 
R. 300 : 5 
16/L1 ies Fee Nock 25,9eem | 11292 825 522 
Re o00 > fae ~ 
af Aq. 150.cem amet 24,2 ,, 20500 641 613 
R. 300g -—_—_—_— 
POSE A cetsO.cotn em eee 13,4 ,, 5100 | 675 | ~~ 607 
19 TR. 550¢ Nacl52. 14 hrs 
Aq. 280 eemN®O192, | 5 50cem, cae, 7200 482 289 
R. 550 28 
at Net seen De FS 8 50e«, 18,4 ,, 7137 1332 570 
R. - 550 Ba ee ee ee 
21 | Ag. 250cem » » a 80e) 140, 13720 706 414 
23 eee Th 6596 | 4211 219 
; R. 420¢ ee 
23 i O50 em 82 aCl 2,5 0 0 0 ; 
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mit der schon berichteten Korpergewichtsverinderung wtberein 
(Tsukiye 1922), welche bei nur mit Reis geftitterten Tieren durch 
Vitamin-(B)-zusatz hervorgerufen wird (Tab. 2, Fig. 4, u.:Tab. 3, 
Fig. 5). Nach dieser Betrachtung wird Vitamin (B) vom Tierk6orper 
aufgenommen und falls die resorbierte Menge im Korper einen 
bestimmten Grad erreicht hat, so wird jene den Verdauungssaft 
befordernde Wirkung hervorgerufen. Mit der allméhlichen 
Abnahme des Vitamin-Gehalts im Tierkorper nach Entziehung 
desselben in dev Nahrung geht diese Wirkung wieder verloren. 
Somit hat es den Anschein, als ob das Vitamin (B) welches in 
die Zelle der Organe gelanet, als Reiz-oder Erginzungsstoff 
wirke. 


IEM(G > Gh 


600 | 1600) 20000 


115000| 3 


40000 


p=Pankreassaftmenge (P.) a=Amylase D38 (A.) 
t=Trypsinwert \T.) |=Lipase (L.) 
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Pind Noy Pankreassaft- | Amylase/Trypsin | Lipase 
Dat. |: in O5 P| Pap |, P+G 
Nahrung | Stunden De. i (mg) 
11/0 | Ae oo com NaCli0g| —-5,9com | 16429] 1201] 698 
12 Sade one NaCl 1,0 25,6 ,, 14360 |, 1228 625 
be ee (80 wacios | 121, 7515 | 533] 289 
esd eee NaCl 0,7 114. ‘| 9765 |. 376] 258 
15 €, i NaCl 0,7 10,7 » 9160 | 362] 998 
16 ey 15 NaCl 0,8 F 0,06 g i 10,0 ,, Beko) ee eee 
17 ve 150 NaCl 0,8 E 0,06 g eyes ppt eae rs 
18 | Ay. 10 NaCl 1.0 F 006g 19,0 ,, 15200 | 1482} 647 

19 ey FH NaCl 1,0 15,9. ,, 10240} 1004 
20 re a NaCl 1,0 16,0.\, 14570 798 502 
41 ne 00 NaCl 1,0 142), 13160 725 454 
ce es Op NaCl 1,0 95, 9715 | | 85 | 348 

ae re 100 NaCl 10 fara 2504 1201 
Vea NaCl 1,0 10,4 , 1522 ag! 377 

= ek 58 NaCl 1,0 99, 689 1200 | 

ee ae 100 NaCl 1,0 USC, 1624 Pere is 176 
oli ie 100 NaCl 1,0. Bp 50com | 15 ny » .f.. 3480] 4037 600 
30 8 ay NaCl 10 ‘5Ocom |) We 5 | Stee | 5455 | 166 

aL vi ai NaCl 1,0 50 oom 14,7 ig ag29 | 5115 


ee eee 


Vitamin B und Verdauung. 


Fig. 4. 


453 


‘ i \\ if \ 
ee 
\ 
\ 
\ 
\ 
——<——————S er me 
Ne 
p.=Pankreassaftmenge (P.) t.=Trypsin (T.) 
a.= Amylase D (A.) I.=Lipase (.) 
TABELLE III. 
Hund N. 8 Pankreassaft- |Amylase| Trypsin | Lipase 
menge a ; 
Dat. in 25 Pp Pp +D PiG 
Nahrung Stunden Ds (mg) 
12/III | Milch 400 38,1 com:| 34890 1057 973 
ae | eee a 
13 alge 150g Os 53,2 30262 | 1444| 1030 
“R. 300 a —_— 
dé siting i159 MeGh-be 52,3 ,, 32724 | 2605'| 1094 
R. 150 
DOE Te 100 ke 42,0 ,, 87170 | 2356 | 1097 
R: | 200 
16 ‘Aq. 100 NaCl oe 30,3 ,, 24260 1450 698 , 
R. 120 wie ge: at : ee 
14 Aq. 30 NaCl 0,8 23,6 ,, 22870 | 1004. 589 
18 ay 38 Hach s 4-2 0,08 22,8 ,, 11340] 2173 | 640 
|B 20 x.cros |2— 006} 269 ise7a | 4973 | 697 
Aq. 100 ; if e u ay 99 
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Fig. 83. 


j200}2000;40009) 50 


CT 


800 20060 
Bee gts 


600 10000) 20 


P,=Pankreassaftmenge (P)* a.=Amylase D3* (A) 


t.=Trypsin (T) 1. = Lipase 


SCHLUSSFOLGERUNGEN. 


1. Vitmain (B) wirkt auf die Pankreasamylase activierend. 

2. Wird die einseitige Fiitterune der Hunde mit Reis fort- 
gesetzt, so vermindert sich auffallenderweise die Pankreasabson- 
derung mit entsprechender Appetitabnahme. Gibt man solchen 
Tieren Vitamin (B), so vermehrt sich nicht nur die Menge des 
Pankreassaftes, sondern auch die darin enthaltene Fermentmenge. 
Daraus geht hervor dass das Vitamin (B) eine wichtige Rolle bei 
der Verdauungsfunktion spielt und die K6orpergewichtszunahme 
beeinflusst. 
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Es sei uns an dieser Stelle erlaubt, den Herren Professoren 
Nagaya und Hayashi und Herrn Dr. Komoto, Vorstand 
unserer Abteilung, fir die Anregung und Leitune dieser Arbeit 
unseren ergebensten Dank auszusprechen. 
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BEITRAGE ZUR FRAGE DER GLYKOLYSE. 


Von 
CHISATO AIBARA. 


(Aus dev medizinischen Klinile von Prof. Dr. T. Irisawa, 
Universitat zu Tokyo). 


(Hingegangen am 3, Juli 1922). 
I. EQINuEIrune. 


Wie die Kenntnis einiger anderen grundsitzlich wichtigen 
Tatsachen, verdanken wir Cl. Bernard (1878) auch die Entdeck- 
ung der Glykolyse. Er hatte aber diesem Befunde weiter keine 
besondere Beéachtung geschenkt. Erst Lépine (1890) hat dieser 
Erscheinung wieder grossere Aufmerksamkeit zugewendet, und 
guerst den Namen ,,glykolytisches Ferment“ gebraucht. 
Unter den zahlreichen Fragen iiber Glykolyse gibt es viele sich 
widersprechende Ansichten insbesondere uber die Frage, ob und 
in welchen Bestandteilen des Blutes das glykolytische Ferment 
vorhanden sei. In bezug auf die Frage mochte ich an dieser 
Stelle einige Betrachtungen anstellen. 


II. ALLGEMEINE VERSUCHSANORDNUNG. 


Bei meinen Versuchen wurde mit peinlicher Sorgfalt auf 
absolut aseptische Arbeit geachtet, und das bei der Behandlung 
lbriggeblicbene Blut wurde in allen Fallen auf einigen Nahrboden 
ausgegossen, um sicher zu wissen, ob die Arbeit unter aseptischen 
Kautelen ausgeftithrt worden ist. Versuche, bei welchen dies nicht 
der Fall war, wurden aufgegeben. 

Als Versuchstiere wihlte ich hauptsdichlich Kaninchen, und 
zwar immer lebhafte, anscheinend gesunde Tiere. Das Blut wurde 
aus der art. carotis in einem sterilisierten graduierten MKolben 
(50 ccm) mit Glasperlen, durch deren Schittelung das Blut defi- 
briniert wurde, aufgefangen. 
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Die Bestimmung des Blutzuckergehaltes sowie der Menge des 
einfach zgesetzten Traubenzuckers geschah in allen Fallen nach 
der Mikromethode von Bang, und der Zuckergehalt des Blutes 
wurde mit 100 ¢ berechnet. 


III. GLYKOLYSE IM DEFIBRINIERTEN BLUTE. 


Dass der Zucker im extravaskuliren Blut zerstort wurde, wurde 
von fast allen Forschen angenommen, wahrend nur Melvin (1912) 
und einige andere es verneinten. Der glykolytische Vorgang im 
Blute geht bei verschiedenen Tieren und verschiedenen Versuchs- 
bedineungen verschieden schnell vor sich. Es gibt meines Wissens 
keine Untersuchungen uber die Glykolyse bei Kaninchen. 

Da der Blutzuckergehalt des Kaninchens kleinwertig und die 
Differenz, welche beim glykolytischen Prozesse hervorgerufen wird, 
so gering ist, dass man die Differenz fir einen Versuchsfehler 
halten konnte, so erzeugte ich kinstliche Hyperglykimie durch 
intravenose Hinfthrung von 20 proc. Traubenzuckerlésung (10-12 
ccm). Bei den auf diese Weise behandelten Kaninchen entnahm 
ich ca. 20 ccm Blut aus der art. carotis, fillte es in einen Kolben 
mit Glasperlen, und defibrinierte dasselbe durch Schitteln der 
Glasperlen. Gleich nach der Defibrinierune wurde der Zucker- 
gehalt des defibrinierten Blute bestimmt und der Kolben wurde in 
einem Brutschrank bei 37°C aufbewahrt. Nach Verlauf von 3, 
6, 9 und 24 Stunden stellte ich den Zuckergehalt des Blutes fest. 


VERSUCH I. 


Datum 3/II 1919. Kaninchen: 1750 g, weiblich. 
Injizierte Dosis der 2) proc. Zuckerlésung: 10 ccm. 


Dauner des Versuches Zuckermenge in 100 g Verlust pCt. 
Sofort 0,265 2 
Nach 3 Std. 0,207 . 21,9 
oe Fila 0,170 35,8 
Bee ok it 0,145 45,3 
eo Ages 0,044 83,8 


i eee eee 
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VERSUCH II. 


Datum 6/II 1919. Kaninchen: 2380 g, miinnlich. 
Injizierte Dosis der 20 proc. Zuckerlésung: 10 ecm. 
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Dauer des Versuchs Zackermenge in 100 ¢ Verlust pCt. 
Sofort 0,137 — 
Nach 3 Std. 0,093 31,7 
eG 0,053 61,3 
Sane ast 0,029 12,7 
+ et Galles 0,021 84.7 


VERSUCH III. 


Datum 8/II 1919. Kaninchen: 1870 g, weiblich. 
Injizierte Dosis der 2) proc. Zuckerlésung: 11 ccm. 


Dauer des Versuchs Zuackermenge in 100 g, Verlust pCt. 
Sofort 0,220 a 
Nach 3 Sid. 0,175 20,2 
SOMES, 0,132 40,0 
nie) SP a 0,097 56,0 
se ALae,s 0,027 87,7 


VERSUCH: IV. 


Datum 13/II 1919: Kaninchen 1830 g, weiblich. 
Injizierte Dosis der 2) proc. Zuckerlésung: 11 ccm. 


Dauer des Versuchs Zuckermenge in 100g Verlust pCt. 
Sofort 0,285 — 
Nach 3 Sid. 0,261 8,4 
A nOREs, 0,208 : 27,1 
ae 0,151 47,1 
rp ee, 0,051 83,7 
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VERSUCH  V. 


Datum 1/III 1919. Kaninchen: 1925 g, miinnlich. 
Injizierte Dosis der 2) proc. Zuckerlésung: 12 ccm. 


Dauer des Versuchs Zuckermenge in 100g Verlust pCt. 
Sofort 0,291 — 
Nach 3 Std. 0,241 17,2 
pl gy 0,209 28,1 
és Dh oy 0,170 41,7 
yates; 0,062 | 78,7 


Aus den ausgefuhrten Versuchen geht hervor : 

1. Das Ergebnis schliesst die Mitwirkung der Bakterien bei 
der Glykolyse aus und rechtfertigt die Beobachtungen fruherer 
Forscher. 

2. Die Glykolyse ist im entnommenen Blute anfangs ener- 
gischer, aber schwacht sich allmahlich ab. 

3. Nach 24 Stunden verschwindet der Blutzucker in vitro 
nicht bis zum Nullpunkt. 

4, Die Ansicht Vandeput’s (1910): ,, Je reicher das Blut 
an Glukose ist, um so energischer ist die Glykolyse “ kann ich 
nach meinen Beobachtungen nicht teilen. 


IV. GLykoLysE mm SERUM. 


Arthus (1892) sah, dass das Serum auch elykolytischen 
Vorgang zeigte, aber Lépine und Boulud (1912), Morel (1903) 
sowie Rona und Doblin (1911) berichteten, dass die Glykolyse 
im Serum sehr ge ing oder aufeehoben sei. 

Bei Kaninchen, bei denen ich kinstliche Hyperglykamie 
hervorgeru‘en hatte, bekam ich defibriniertes Blut und durch 
Zentrifugieren etwa 5 ccm klares Serum. Nachdem dag Serum in 
den Brutschrank bei 37°C gestellt war, bestimmte ich, wie 
oben erwaéhnt, den Blutzuckergehalt sofort und nach Verlauf von 
4, 8 und 24 Stunden. 
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Datum 5/XE 1919. 


VERSUCH I. 
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Kaninchen 1610° g, miinnlich, 


Injizierte Dosis der 20 proc. Zuckerlésung > 10 ccm. 


Dauer des Versuchs 


Zuckermenge in 100 g 


Sofort 0,467 

Nach 3 Std. 0,469 

ik Casas 0,468 

LMT 0,468 

ee) eae 0,465 
VERSUCH. IL 


Verlust pCt. 


Datum 8/XI 1919. Kaninchen 1650 g, miinnlich. 
Injizierte Dosis der 20 proc, Zuckerlésung: 10 ccm. 


Dauer des Versuchs 


Zuckermenge in 100 g. 


Sofort 
Nach 3 Std. 
Ons 
eee 245, 


0,376 
0,374 
0,379 
0,375 


VERSUCH III. 


Verlust pCt. 


Datum 10/XI 1919. Kaninchen : 1500 g, miinnlich. 
Injizierte Dosis der 20 proc. Zuckerlésung : 8 ccm. 


Dauer des Versuchs 


Sofort 
Nach 4 Std. 


Zuckermenge in 100 g 


Verlust pCt. 


0,420 
0,422 
0,425 
0,422 


(+305 
(+)1,2 
(+)0,5 


Aus dieser Tabeile ersieht man, dass das Serum keine glyko- 
lytische Kraft hat, wenn es yon den Formelementen isoliert wird. 
Ich konnte selbst geringes Verschwinden des zugesetzten Zuckers, 
wie von Mine und Peters (1912) beobachtet, nicht wahrnehmen. 
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V. GLYKOLYSE DER BLUTZELLEN OHNE SERUM. 


Diese Arbeit bezweckt festzustellen, ob das Serum irgend eine 
Substanz enthalte, welche die glykolytische Kraft der Blutzellen 
beschleunigen oder aktivieren kénnte. Dies ist auch wichtig fur 
meine anderen Arbeiten; weil ich in weiteren Untersuchungen sehr 
haufig andere Losungen fur das Serum anwendete. 

Zuerst verglich ich die Glykolyse des entnommenen defibrinierten 
Blutes mit der in Ringerscher Losung suspensierten Blutzellen. 
Hierbei entnahm ich das Blut in den oben erwahnten Kolben und 
defibrinierte durch Schuttelung, und bewahrte das Blut in kleinen 
eraduierten Reagenzglasern auf, weil das Reagenzelas zur Zentri- 
fugierune des Blutes und zur, Messung der Menge sehr bequem 
und geeignet ist, 

In zwei Reagenzelasern wurde das defibrinierte Blut (5 ccm) 
tuchtig zentrifugiert. Bei dem einen Glase wurde das ausge- 
schiedene Serum mit einer sterilen Pipette entfernt und die Blut- 
zellen wurden mit Ringerscher Losung dreimal gewaschen ; dann 
wurde das ganze mit der Ringerschen Losung bis zum vorigen 
Volumen des Blutes zugesetzt. Das andere wurde mehrmals geschiit- 
telt, und die Blutzellen wurden mit dem Serum gut gemischt. 
In beide wurden einige Tropfen der konzentrierten Trauben- 
zuckerlosung eingetriufelt und der Zuckergehalt sofort und nach 
Verlauf von 4, 8 und 24 Stunden (inzwischen wurden die Glaser 
in einem Brutschrank bei 37°C aufbewahrt) gemessen. 


VERSUCH I. 


Datum 27/XI 1919. Kaninchen: 1800 g, minnlich. 


Beim mit Serum gemischten Blute.: Beim. gewaschenen Blute. 
(Blutzellen + Serum) (Blutzellen+Ringersche Lésung). 
Dauer des | Zuckermenge | Verlust Dauer des | Zuckermenge| Verlust 
Versuchs in 100g pct. Versuchs in 100g pct. 
Sofort 0,218 — Sofort 0,220 — 
Nach 4 Std. 0,198 9,2 Nach 4 Std. 0,210 4,5 
Tet a 0,180 17,4 iO Waals 0,180 18,2 
3) aha 0,105 51,9 = 24°, 0,155 29,5 
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VERSUCH_ II. 


Datum 9/XII 1919. Kaninchen : 1980 g, weiblich. 


Beim mit Serum gemischten Blute. , Beim gewaschenen Blute. 
(Blutzellen +Serum ) (Blutzellen + Rin ge rsche Liésung) 
Dauer des Zuackermenge | Verlust Dauer des | Zuckermenge| Verlust 
Versuchs in 100g pCt. Versuchs in 100g pct. 
Sofort 0,192 — Sofort 0,215 “= 
Nach 4 Std. 0.162 15,6 Nach 4 Std. 0,206 4,2 
pS op 0,128 33,2 7, Cee 0,190 11,6 
eo eee Oey 0,067 65,2 Fe he aay 0,134. | 37,7 


In den ausgefiihrten Versuchen sieht man erstens, dass die 
Glykolyse nach dem Zentrifugieren ziemlich stark abnahm wenn 
das Blut auch hierbei stark geschuttelt wurde. Das Ergebnis 
konnte damit erklairt werden, dass hierbei die Berthrungsflache 
der Blutzellen mit der Zuckerlosung viel kleiner ist, als 
vorher. ; 

Zweitens findet man in den Tabellen, dass die glykolytische 
Kraft der in Ringerscber Losung suspensierten Blutzellen viel 
geringer als die im normalen Blute ist. Dies mochte ich mit der 
Verschiedenheit des Mediums erklaren, worin sich die Blutzellen 
authalten, weil das Medium die Fermentwirkung sehr stark beein- 
flusst. 

Um das Verhiltnis des Mediums zu erkennen, wurden die 
folgenden Versuche angestellt. Man kann naturlich nicht ein 
dem Serum gleiches Medium herstellen. Ich stellte aber eine 
Ringersche Losung dar, welche Gummi arabicum mz 2 pCt. 
behilt und fast dem Serum gleiche Viskositéit hat und den Blut- 
vellen ganz unschidlich ist; diese Gummildsung wendete ich 
anstatt der einfachen Ringerschen Losung zur Verdunnung der 
Blutzellen in den vorangehenden Untersuchungen an. Die Eriolge 
sind wie folet: 
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VERSUCH I 
Datum 25/TII 1920. Kaninchen: 1530 g, miinnlich. 


Bei den in Gummilisung suspensierten 


Beim defibrinier'en Blute. Blutzellen, 
Dauner des | Zuckermenge; Verlust Dauner des | Zuckermenge}| Verlust 
Versuchs in 100g pCt. Versuchs in 100g pct. 
Sofort 0,197 —_: fofort 0,183 = 
Nach 4 Std. 0,168 14,8 Nach 4 Std. 0,129 29,5 
oe) nay 0,125 36,5 Dy aah. os 0,094 48,7 
rod oes 0,037 86,5 9» 24 0,039 78,7 


VERSUCH © IT. 


Datum 29/IIT 1920 Kaninchen: 1700 g, minnlich. 


Bei den in Gummilésung suspensierten 


Beim defibrinierten Blute. Blateellers 
Dauer des | Zuckermenge Verlust Dauer des | Zuckermenge| Verlust 
Versuchs in 100g pCt. Versuchs in 100g pCt. 
Sofort 0,335 ~- Sofort 0,306 men 
Nach 4 Std. 0,280 16,4 Nach 4 Std. 0,266 13,1 
Sa, 0,240 28,4 es 0,238 22,2 
odes 0,143 57,4 24, 0,140 54,2 


VERSUCH III. 
Datum 7/IV 1920. Kaninchen: 1850 g, weiblich. 


Beim defibrinierten B'ute. 


Bei den in Gummiliésung suspensierten 


Blutzellen. 
Dauer des | Zuckermenge | Verlust Dauer des | Zuckermenge | Verlust 
Versuchs in 100g pCt. Versuchs in 100¢ pCt. 
Sofort 0,227 — Sofort 0,183 — 
Nach 4 Std. 0,193 15,0 Nach 4 Std. 0,133 27,3 
Sime 0,145 36,1 rides! 35 0,105 43,2 
oy) aL gs 0,045 78,8 Pe ees 0,951 72,1 


Aus den angestellten Versuchen sieht man, dass die Glykolyse 
der in Gummilosung suspensierten Blutzellen fast gleich der der 
normalen ist. 
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Diese einfachen Versuche genitigen nicht, die schwer zu entschei- 
dende Frage zu ldsen, ob ein Ferment in zwei verschiedenen 
Medien mit gleicher Kraft wirkt, wenn man ihnen die gleiche . 
Viskositat gibt. Ich will hier auf diese Frage nicht weiter 
eingehen. 

Aus diesen zwei Versuchsreihen dtrfte klar hervorgehen, dass 
das Serum keine spezifischen Substanzen hat, welche die Glykolyse 
der Blutzellen beschleunigen oder aktivieren. 


VI. GLYKOLYSE IN LEBENDEN UND NICHT LEBENDEN ZELLEN. 
(HAUPTSACHLICH IN DEN ROTEN BLUTZELLEN.) 


Dass die glykolytische Kraft mit den Formbestandteilen des 
Blutes in inniger Beziehung steht, ist allbekannt. Was aber die 
Glykolyse der zelligen Bestandteile im Blute anbetrifft, so gibt es 
zwei sich widersprechende Ansichten, deren eine den zuckerzer- 
storenden Prozess an lebenden (Lépine 1891, Doyon und Morel 
1903, Rona und Doblin 1911, Milne wnd Peters 1912), die 
andere an nicht lebenden Zellen anerkennen will (Arthus 1892, 
Seegen 1892, Levene und Meyer 1912, Edelmann 1912,). 


1. Glykolyse im mit Saponin lackfarbig gemachten Blute. 


Edelmanns Arbeit (1912), welche sich mit durch Zusatz 
yon Saponin (0, 29%) lackfarbig gemachtem Blute beschiaftigte, 
zeigte, dass die Glykolyse im lackfarbenen Blute in den ersten 
Stunden deutlich verlangsamt ist, aber wenn der Prozess langere 
Zeit dauert, so ist der Betrag der Glykolyse fast derselbe, wie 
im normalen Blute. Dabei wendete er Kaliumoxalat (2 pro Mille) 
an, welches aber sowohl auf das Blut als auch auf die Ferment- 
wirkung nicht ohne Einfluss ist, um das Blut yor Gerinnung 
za schutzen. 

Tn meinen Versuchen setzte ich das Saponin in Verhiltnis von 
1:1000 dem Blute zu, welch letzteres von Kaninchen, bei denen 
kiinstliche Hyperglykéimie durch intravenose Injektion von konzen- 
trierter Traubenzuckerlésung hervorgerufen worden war, aus der 
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art. carotis entnommen und defibriniert wurde. Die dicke Sapon- 
inlésung wurde mit Dampf sterilisiert und ihre Konzentration im 
Blute so gestellt, dass das Blut 1 pro Mille Saponin enthalt, indem 
man dicke Saponinlosung 1,0 ccm in 5 ccm Blut eingiesst. Als 
Kontrolle wendete ich defibriniertes Blut an und goss 1,0 ccm 
Ringersche Losung dazu, wahrend ich 1,0 ccm Saponinlosung 
im anderen Reagenzelase zusetzte. Die Gemische wurden in 
einen Brutschrank bei 37°C gestellt. Der Zuckergehalt wurde 
sofort, dann nach dem Verlauf von 4, 8 und 24 Stunden 
gemessen. 


VERSUCH I. 


Datum 15/XII 1919. Kaninchen: 1830 g, minnlich. 
Injizierte Dosis der 20 proc. Zuckerlésung: 10 ccm. 


Bein ey se BND Beim himolytischen Blute. 
Dauer des | Zuckermenge|] Verlust Dauer des | Zuckermenge} Verlust 
Versuchs in 100¢ pCt. Versuchs in 100g pCt. 

Sofort | 0,264 — Sofort 0,288 — 

Nach 4 Std. 0,252 45 Nach 4 Std. 0,290 (+)0.7 
Ba as be 0,216 18,2 Se CANE 0,299 (+0,7 
ered) ores 0,128 57 oe os 0,273 (—)5,2 


VERSUCH IL 


Datum 17/XII 1919. Kaninchen: 1950 g, weiblich. 
Injizierte Dosis der 20 proc. Zuckerlisung: 10 ccm. 


Beim nicht himolytischen B ? : 
me (Kontrolle). en Binte Beim himolytischen Blute. 
Dauer des | Zuckermenge| Verlust Dauer des | Zuckermenge| Verlust 
Versuchs | in 100g pct. Versuchs in 100¢ pct. 
Sofort | 0,260 = Sofort 0,284 = 
Nach 4 Sta. | 0,245 5,8 Nach 4 Sta. 0,285 (+)0,7 
ol Bck, ll pe Oe 19,2 Vins 0,280 (aie 
Oke gt 102d 523 | 4, 24 , 0,280 (—)L,6 


Ce eee 
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VERSUCH  IIi. 
Datum 21/XIf 1919. Kaninchen: 1850 g, weiblich. 
Jnjizierte Dosis der 20 proc. Zuckerlisung: 9 ccm. 
es ae ine ris im eT ie 
Ae SES aan Buim himolytischen Blute. 
Dauer des | Zuckermenge| Verlust Dauer des Zuckermenge | Verlust 
Versuchs in 160-¢ pct. Versuchs in 100g pCt. 
Sofort 0,236 — Sofort 0,252 | — 
Nach 4 Std. 0,227 3,8 || Nach 4 Std. 0,250 | (—)0,8 
Pik: ae 0,209 TAS Wi OMe ae 0,256 | (+)1,6 
re > a 0,104 Se i ot 0,256 | (+)1,6 


Aus diesen Bestimmungen geht hervor, dass das lackfarbene 
Blut, welches mit Saponin von gewisser Konzentration behandelt 
worden war und dessen lebende Formbestandteile vernichtet sind, 
die zuckerzerstorende Kraft nicht mehr zeigt. Bei Edelmanus 
Versuche hat er Kaliumoxalat ausser Saponin angewendet, welches 
ich nicht dem Blute beimengte; aber Kaliumoxalat hat keine 
beschleunigende Wirkung auf den glykolytischen Prozess, sondern 
stark hemmende Wirkung. 
Differenz zwischen EXdelmanns und meinem Resultat nicht auf- 
finden. 


Also kann ich eine prinzipielle 


2. Glykolyse im mit Wasser lackfaurbig gemachten Blute. 


Hierbei wurde jeder Versuch wie folgt ausgefuhrt: Das 
defibrinierte normale Blut wurde in zwei kleine Reagenzglaser bis 
zur Marke 2-3 ccm aufeenommen und sofort zentrifugiert. In 
beiden Glisern wurde das ausgeschiedene Serum mit der sterilen 
Pipette entfernt. In dem einen Glase wurden 3,5-4,0 ccm des- 
tilliertes und streng sterilisiertes Wasser zugesetzt und in dem 
andern 3,5-4,0 ccm von der Ringerschen Losung. In beide 
wurden einige Tropfen konzentrierte Traubenzuckerlosung getraufelt, 
und beide wurden in einem Briitschrank bei 37°C aufbewahrt. 
Der Zuckergehalt wurde sofort, dann nach Verlauf von 4, 8 und 
24 Stunden titrimetrisch gemessen. | 
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VERSUCEH. I. 


Datum 4/III 1920. Kaninchen: 1920 g, weiblich. 


Blutzellen 1 com+Ringersche 
Tiigurig 4 cert Blutzellen 1 cem+ Wasser 4 ccm 
Dauer des | Zuckermenge | Verlust Dauer des | Zuckermenge| Verlust 
Versuchs in 100g pCt. Versuchs in 100g pCt. 
Sofort 0,322 _ Sofort 0,340 — 
Nach 4 Std. 0,316 1,9 Nach 4 Std. 0,338 (—50,8 
sg0 (EBUNGS 0,309 4,0 soy AO as 0,341 (+)0,3 
Ae ee 0,255 29,8 yee 0,342 (+)0,6 
VERSUCH IL 


Datum 6/III 1920, Kaninchen: 1890 g, minnlich. 


Pe eee aa Blutzellen 1,5 cem+4 Wasser 3,5 ccm. 
Dauer des | Zuckermenge/| Verlust Dauer des | Zuckermenge| Verlu t 
Versuchs in 100 g. pCt. Versuchs | in 100g. pct. 

Sofort 0,236 — Sofort 0,258 — 

Nach 4 Std. 0,226 4,2 Nach 4 Std. 0,260 (+)0,8 
Ee WE. 0,218 7,6 Aas Tarte 0,254 (—)1,6 
Bh a ae 0,165 30,1 eee ee 0,254 (—)1,6 


VERSUCH III. 


Datum 10/I{T 1920. Kaninchen: 1820 g, weiblich. 


cas nen Te es pas genehe Blutzellen 1,5 cem-+ Wasser 3,5 com 
Dauer des | Zuckermenge | Verlust Dauer des | Zuckermenge | Verlust 
Versuchs in 100g | = pC. Versuchs in 100g pCt. 
Sofort 0,258 | ns Sofort 0,271 — 
Nach 4 Std. 0,231 | 10,4 || Nach 4 Sta. 0,289 (+£)3,3 
” 8 ” 0,224 13,2 oa 8 ” 0,289 ( qe )3,3 
» 24 ,, 0,190 26,4 mann, 0,275 (+)1,5 


Den oben mitgeteilten Ergebnissen ist die Arbeit von Rona 
und Doblin in fast allen Punkten entsprechend. Sie sahen, dass 
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die glykolytische Kraft des lackfarbenen Blutes viel schwiicher 
als die des in Kochsalz oder Ringerscher Losung suspensierten 
Blutes ist. In meinen Versuchen zeigte das lackfarbene Blut 
dagegen fast keine Glykolyse und dies ist entsprechend meiner 
Arbeit mit Saponin. 

Aus der Gesamtheit ist ohne weiteres ersichtlich, dass die 
Formbestandteile im Blute an der Glykolyse beteiligt sind und 
dass das wahrscheinlichste nach alledem ist, dass die Glykolyse 
im Blute zum Leben der Blutzellen in enger Beziehung steht. 


3. Glykolyse im Bikarbonat oder Phosphat zugesetaen hdmo- 
lytischen Blute. 


Nach den vorherigen Versuchen ist wohl kaum anzunehmen, 
dass beim lackfarbigen Blute durch Zusatz von Bikarbonat oder 
Phosphat die glykolytische Kraft wiederhergestellt wird, was 
auch Iievene und Meyer behauptet. Rona und Arnheim 
(1913) sahen spiiter im defibrinierten Hundeblute, dass das ha- 
molysierte Blut durch. Zusatz von Wikarbonat oder Phosphat 
glykolytisch wirkt, wenn auch die glykolytische Kraft um die 
Halfte verringert wird. Dass das Phosphat auf die Glykolyse 
eunstig wirkt, warde bereits wiederholt beobachtet (Loeb 1911). 
Thre Versuche stehen also meinen Arbeiten vor allem niher, des- 
halb prufte ich sie nach. 

Ich bekam aus den angestellten Versuchen folgendes: Bikar- 
bonat und Phosphat erwecken beim lackfarbenen Blute absolut 
keine Glykolyse. Wo soll man den Fehler yon Leyenes Arbeit 
suchen ? Ich kann es nicht ohne Bazillenwirkung erklaren. 


VII. WIurkT DAS FIBRIN GLYKOLYTISCH ? 


Es ist eine nicht leicht entscheidbare Frage, ob das Fibrin 
elykolytische Wirkung habe oder nicht, weil man verschiedene 
komplizierte Manipulationen vorneymen muss, um das Fibrin aus 
dem Blute m gewinnen. Dass das Fibrin als ein Bestandteil des 
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Blutes eine zuckerzerstérende Kraft hat, wurde von wenigen For- 
schern (Arthus 1892, Schroeders 1904, Sieber 1905, Rapo- 
port 1905) angegeben. 

Tch untersuchte hier immer mit Plasmafibrin, weil das Plasma 
von zelligen Bestandteilen frei ist. Einige Versuche wurden mit 
frischem Fibrin in folgender Weise angestellt. Das Kaninchen- 
blut wurde direkt aus der art. carctis aseptisch in paraffinierten 
Reagenzelisern aufgenommen und schnell mit Eiswasser gekuhlt, 
um dann durch Zentrifugieren ein klares Plasma zu gewinnen. 
Eine gewisse Menge yon Plasma wurde mit der Ringerschen 
Losuvg gemischt, und dann wurde das Fibrin daraus ausgeschie- 
den. In dieses Gemisch traufelte ich einige Tropfen konzentrierter 
Traubenzuckerlésung cin ; das Gemisch wurde in den Thermostat 
bei 37°C gestellt. Sein Zuckergehalt wurde sofort, dann nach 
Ablauf von 4 und 24 Stunden untersucht. 

Bei anderen Versuchen verwendete ich mit Aceton getrocknetes, 
pulversiertes Fibrin. Das Pulver des Fibrins wurde in einfacher 
Ringerscher Lisung oder in einer solchen mit 2 proc. Gummi 
arabicum suspensiert ; und das Gemisch, in welches einige Trop- 
fen konzentrierter Traubenzuckerlésung getraufelt worden waren, 
wurden in einem Brtitschrank bei 37°C aufbewahrt; das Gemisch 
wurde sofort, dann nach Ablauf von 4, 8 und 24 Stunden auf 
seinen Gahalt an Traubenzucker untersucht. 

Aus den Versuchen konnte ich auf Unwirksamkeit frischen, 
sowie getrockneten Fibrins, wenn es von zelligen Elementen 
befreit ist, schliessen. Eine prinzipielle Differenz zwischen den 
Resultaten der oben angegebenen Forscher und den meinigen 
kann ich jedoch nicht auffinden. 


VIII. GLYKOLYSE DER WEISSEN BLUTZELLEN. 


Die dlteren Untersucher, Arthus (1892), Colenbrander 
(1893) und Seegen (1892), hielten die Leukozyten fur die einzige 
Quelle des glykolytischen Fermentes. Aber Michaelis und 
Rona (1910) fanden das Ferment in den roten Blutzellen. Die 
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Substanzen, die durch Konservierung der Leukozyten die Entsteh- 
ung von Fibrinferment hindern, nimlich Fluornatrium, Blutegel- 
extrakt ete., hemmen auch die glykolytische Funktion. 

Seegen benutzte bei seiner Untersuchung Chloroform, welches 
nach Rona und Doblin (1911) auf die Glykolyse hemmend 
wirkt. Colenbrander fand, dass das Hundeblut, dessen Gerin- 
nung durch intrayenose Applikation von Blutegelextrakt gehemmt 
wurde, keine Glykolyse zeigte, und daraus schliesst er, dass die 
Glykolyse in vitro ein postmortaler Prozess sei, welcher durch 
Fermentwirkung ausgelost wird, und das glykolytische Ferment 
also erst nach Schadigung, nach Desorganisation der weissen 
Blutzellen auftrete. Aber nach Rywosch (1897) sieht man, dass 
Blutegelextrakt die glykolytische Kraft des Blutes deutlich hemmt. 

Neuerdings zeigten viele Autoren (Lépine und Boulud 1912, 
Levene und Meyer 1912, Rona und Arnheim 1913, Chelle 
und Mauriac 1914), dass die Leukozyten eine grosse Rolle bei 
der Glykolyse spielen. Aber es gibt bei diesen Untersuchungen 
keinen sicheren Nachweis. Nur Rona und Arnheim stellten 
mit Menschen-, Katzen- und Hundeblut fest, dass die weissen 
Blutzellen, welche durch Zusatz von Kaliumoxalat zu etwa 0,8-1,0 
pro Mille von den roten Blutzellen getrennt wurden, _ stirker 
glykolytisch wirkten, als die roten. Irevene und Meyer suspen- 
dierten die Leukozyten, welche durch Injektion von Terpentin in 
die Bauchhohle mittelgrosser Hunde gewonnen wurden, in Phos- 
phatlosung und brachten sie dann in Glukoselosung. Bei dieser 
Untersuchung fanden sie, dass die angesammelten Leukozyten 
deutliche Glykolyse zeigten, wihrend die Leukozyten, welche durch 
Wasser oder Toluol vernichtet worden waren, nicht mehr glykoly- 
tisch wirkten. 

Interessanterweise gibt Loeb (1913) bei Untersuchungen mit 
verschiedenen Tierarten an, dass der Umfang der Glykolyse im 
Blute im gesetzmiissigen Zusammenhang mit dem Zuckergehalt 
der roten Blutkérperchen sei und dass starke Glykolyse bei stark 
yuckerhaltigen Erythrozyten bestehe, wihrend bei zuckerarmen 
roten Blntkérperchen die Glykolyse fast Null sei. 
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Was die Ansammlung der Leukozyten aus dem Blute betvifit, 
ist es also erstens ndtig, dass man die Beeinflussung dieser die 
Blutgerinnung hemmenden Substanzen, insbesondere Fluornatrium 
und Kaliumoxalat, welche altere Untersucher zu demselben Zwecke 
benutzten, kennen muss. 

Aus einigen Versuchen (nicht hier angegeben) konnte ich 
sofort schliessen, dass Fluornatrium und Kaliumoxalat in sehr 
verdiinnter Konzentration (ca. 0,2 pCt.) die glykolytische Kraft des 
Blutes stark hemmend beeinflussen. Deshalb ist es nicht richtig, 
diese Mittel zur Konservierung der weissen Blutzellen aus dem Blute 
yu benutzen. 

Jedoch fiel es mir ein, dass das Natriumcitrat, welches fruhere 
Autoren zur Konservierung der weissen Zellen niemals benutzt 
haben, auf die Biutglykolyse in sehr verdunnter Konzentration 
nicht so bedeutenden Einfluss austbe, wenn auch Fluornatrium 
und Oxalat stark einwirken 

Wir fanden experimentell, dass das Blut durch Zusatz von 
Citrat zu 0,2 pCt. nicht, aber der zentrifugierte Niederschlag des- 
selben ab wnd zu gerinnt, wahrend das Blut durch Zusatz von 
Citrat zu 0,5 pCt. noch nach dem Zentvifugieren gar nicht gerinnt. 
Und ich konnte auch die Tatsache nachweisen, dass das Blut mit 
Cirtat bis zu 0,4 pCt. versetzt werden kann, dass die Gerinnung 
zwar aufgehoben wird, die Glykolyse jedoch nicht nennenswert 
darunter leidet. Ich verfuhr demnach so, dass das frisch aus der 
art. carotis von Kaninchen steril entnommene Blut mit Natrium 
citricum zu etwa 0,4 pCt. versetzt wurde; nach Zentrifugieren 
wurde das Serum aufgehoben. Die Schicht der weissen Blutzellen, 
die jetzt deutlich auf den roten Blutkorperchen liect, kann nun 
durch vorsichtige Manipulation gut abgehoben oder abgeschleudert 
werden. So wurden die Leukozyten angesammelt. iner gewissen 
Menge von weissen und roten Blutzellen wurde das klare Serum 
zugesetzt, und auch einige Tropfen konzentrierter Traubenzuckerl6- 
sung wurden hineingetraufelt. Die einzelnen Proken wurden sofort 
in einen Brutschrank bei 37°C gestellt. Der Zuckergehalt wurde 
sofort, dann nach dem Verlauf von |8 und 24 Stunden, gemessen. 
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VERSUCH I. 
Datum 10/XII 1920. Kaninchen : 2200 g, miinnlich. 
Weisse Blutzellen 0.1 com+Serum Rote Blutkérperchen 0,3 cem + 
4 com Serum 3,7 ccm 
Dauer des | Zuckermenge| Verlust Dauner des | Zuckermenge Verlust 
Versuchs in 100g pCt. Versuchs in 100g pCt. 
Sofort 0,319 — Sofort 0,325 — 
Nach 8 Std. 0,250 21,6 Nach 8 Std. 0,320 1,5 
aoe. toe 0,082 TA) iy. Fok Oe 0,270 15,4 
VERSUCH II. 
Datum 13/XII 1920. -Kaninchen~ 2200 g, miinnlich. 
Weisse Blutzellen 0,1 cem+Serum Rote Blutkérperchen 0,5 com 
3,9 com. +Serum 3,5 ccm 
Dauner des | Zuckermenge| Verlust Dauer des | Zuckermenge| Verlust 
Versuchs in 100g. pct. Versuchs in 100 g. pCt. 
Sofort 0,367 — Sofort 0,344 —_ 
Nach 8 Std. 0,19 47,5 || Nach 8 Std. 0,324 5,8 
Ea ee 0,033 91,2 soy, ah 0,285 alrgot 
VERSUCH III. 
Datum 23/XII 1920. Kaninchen~ 2300 g, weiblich. 
Weisse Blutzellen 0,1 cem.+Serum Rote Blutkirperchen 0,5 ecm. 
4,9 ccm. +Serum 4,5 ccm. 
Dauner des Zuckermenge | Verlust Dauer des | Zuckermenge | Verlust 
Versuchs in 100g pCt. Versuchs in 100g pCt. 
Sofort 0,408 — Sofort 0,396 — 
Nach 8 Std. 0,283 30,6 Nach 8 Std. 0,383 0,3 
» 24 4, 0,143 65,0 ay 0.318 19,7 
.VERSUCH IV. 
Datum 6/I 1921. Kaninchen: 2600 g, minnlich. 
Weisse Blutzellen 0,1 com+Serum Rote Blutkérperchen 0,2 cem 
4,0 cem +Serum 3,5 ccm 
Dauer des | Zuckermenge} Verlust Dauer des | Zuckermenge| Verlust 
Versuchs in 100g. pct. Versuchs in 100g pCt. 
Sofort 0,496 — Sofort 0,468 — 
Nach 24 Std. 0,170 65,8 Nach 24 Std. 0,418 10,7 
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Aus diesen Versuchen ergibt sich, dass sich die weissen Blut- 
zellen hauptsichlich an der Glykolyse stark beteiligen. 

Dass die roten Blutkérperchen auch mehr oder weniger an der 
Glykolyse teilnchmen, ist fraclich, weil man das Gemisch der ro- 
ten, welches ganz frei von den weissen ist, nicht bekommen kann. 
Auch in meinen Versuchen behalten die roten mehr oder weniger 
weisse Blutzellen, deshalb zeigt das rote Gemisch deutliche 
Glykolyse, wenn auch seine Intensitaét in Vergleich mit der des 
weissen Gemisches sehr geringfugig sein mag. 


IX. GLYKOLYSE DER BLUTPLATTCHEN. 


Was die elykolytische Kraft der Blutplattchen betrifit, gibt 
es meines Wissens keine Literatur. Um die Blutplattchen anzu- 
sammeln (nach Morawitz 1904), ist es notig, Oxalat oder 
relative grosse Menge von Natriumphosphat zuzusetzen. Aber 
Oxalat wirkt auf die Glykolyse schadigend, wie oben erwahnt, 
auch ist es modglich, dass das letztere darauf hemmend wirkt, 
weil relativ grosse Menge davon zugesetzt werden muss. Demnach 
benutzte ich dabei Natrium citricum. Ich sammelte die Blut- 
plattchen durch mildes Zentrifugieren wahrend relativ langer 
Zeit. Und das ausgeschiedene getribte Serum, welches haupt- 
sichlich Blutplattchen behilt, wurde stark zentrifugiert und vom 
Serum getrennt. Hine gewisse Menge von Blutplattchen wurde mit 
dem klaren Serum verdiinnt, wobei ich mich mittels des Mikro- 
skops versicherte, dass das Gemisch nicht viel Leukozyten enthalt. 


VERSUCH TI. 


Datum 12/I 1921. Kaninchen: 2700 g, weiblich. 
Blutplattchen 0,05 cem im Serum 4,0 cem gemischt 
Mikroskopisch fast keine Leukozyten, 


Dauer des Versuchs Zuckermenge in 100 g Verlust pCt. 


Sofort 0,411 = 
Nach 7 Sid. 0,410 0,2 


ces 0,396 1,2 
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VERSUCH IL. y 


Datum 18/I 1921. Kaninchen: 2500 g, miinnlich. 
Mikroskopisch einige Leukozyten nachzuweisen. 


Blutplittchen 0,1 cem. im Serum 


1 Weisse Blutzellen 0,5 ecm. im 
4,0 com. gemischt. Serum 4,0 ccm. gemischt. 
Dauer des | Zuckermenge| Verlust | Dauner des | Zuckermenge| Verlust 
Versuchs in 100g pct. Versuchs in 100g pct. 
Sofort 0,317 "i Sofort | 0,317 a 
Nach 8 Std. 0,309 2,5 Nach 8 Std. 0,278 12,3 
ES 0,273 13,9 ee ey, 0,136 57,2 


VERSUCH IIL. 


Datum 21/I 1921. Kaninchen: 2000 g, weiblich. 
Blutplittchen 0,1 ccm. im Serum 3,0 ccm gemischt. 
Mikroskopisch fast frei von Leukozyten. 


Dauer des Versuchs Zuackermenge in 100 ¢ Verlust pCt. 


Sofort é 0,358 — 
Nach 8 Std. 0,356 0,6 
Peed ae 0,350 2.2 


Aus diesen Ergebnissen ergibt sich, dass das Blutplattchen 
keine glykolytische Kraft zeigt, und dass es auch eine kleine 
Menge von Lenkozyten enthalt, wenn es Glykolyse zeigt. 


X. RESUME. 


1. Im entnommenen Kaninchenblute zeigt sich deutliche 
Glykolyse ohne Bazillenwirkung im normalen Zustand, und diese 
Glykolyse ist anfangs stirker, aber schwacht sich allmahlich ab. 
Der Blutzucker in vitro verschwindet nach 24 Stunden nicht bis 
Null. Beim Kaninchen sieht man keine deutliche individuelle 
verschiedene Intensitit der Glykolyse. 

2. Das von den Formelementen isolierte Serum zeigt ganz und 
gar keine glykolytische Kraft. Das Serum hat keine Substanzen, 
welche die Glykolyse der Blutzellen beschleunigen oder aktivieren. 

3. Das durch Saponinzusatz himolytisch gemachte Blut zeigt 
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keine glykolytische Kraft mehr. Dementsprechend verliert das 
Blut in der Wasserhiimolyse die glykolytische Kraft. 

4. Bikarbonat und Phosphat erwecken beim lackfarbenen Blute 
ganz und gar keine Glykolyse. 

5. Das frische sowie getrocknete Fibrin wirkt nicht glykoly- 
tisch, wenn es von zelligen Elementen befreit ist. 

6. Die weissen Blutzellen wirken auf die Glykolyse noch in 
sehr kleiner Menge viel stirker, als die anderen Formelemente 
des Blutes, welche von den Leukozyten nicht ganz befreit sind. 
Wegen dieser starken Intensitéat der weissen Blutzellen mochte 
ich annehmen, dass das glykolytische Ferment des Blutes von den 
weissen produziert werde. Ferner durfte es wohl kaum zutreffen, 
dass das Intaktsein der Leukozyten im Blute auf die Zuckerzer- 
storung keine wichtige Rolle spielt, wie schon oben von vielen 
Autoren ausgesagt wird, denn das durch Zusatz von Saponin oder 
Wasser hamolysierte Blut zeigt schon keine glykolytische Kraft 
mehr, selbst wenn man das auf die Glykolyse sehr gunstig wir- 
kende Phosphat zusetzt. 

7. Fluornatrium hemmt im Blute bei Zusatz von ca. 0,2 pCt. 
fast ganz die glykolytische Kraft. Kaliumoxalat wirkt auch bei 
ca. 0,2 pCt im Blute auf die Glykolyse stark hemmend. Aber 
Natriumcitrat zeigt bei ca. 0,5 pCt. keine bedeutende hemmende 
Wirkung. 

8. Die Blutplattchen zeigen fast keine glykolytische Kraft, 
wenn sie von den Leukozyten befreit sind. 


Zum Schluss erlaube’ ich mir meinem hochyerehrten Lehrer, 
Herrn Prof. Dr. T. Irisawa, meinen verbindlichsten Dank fiir 
die Anregung und Unterstiitzung bei dieser Arbeit auszusprechen. 
Auch Herrn Prof. Dr. S. Mita bin ich fir seine mannigfachen 
Ratschlage zu grossem Dank verpflichtet. 
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BEITRAGE ZUR KENNTNIS DES EINFLUSSES | 
DER AUSSENTEMPERATUR AUF DEN 
BLUTZUCKERGEHALT. 


Von 
MAKOTO TAYA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Kaiserlichen Universitit 
zu Kyoto. Direlctor: Prof. Dr. K. Mayeda.) 


(Eingeganzen am 7. Juli 1922.) 


Die Veranderungen der Aussentemperatur und die Schwankun- 
gen der Korpertemperatur spielen ftir den Stoffwechsel des Tier- 
korpers eine grosse Rolle. . Es ist eine bekannte Tatsache, dass 
den gesteigerten Anforderungen an die Wiarmeproduktion, die der 
Aufenthalt eines Warmbluters in der Kalte bedingt, durch eine 
Steigerung der Verbrennungsprozesse genugt werden. 

Es gelang Luthje den Nachweis zu fuhren, dass die Grosse 
der Zuckerausscheidung pankreasloser Hunde in hohem Masse 
abhangig ist von der Aussentemperatur, in der sie sich aufhalten. 
Je mehr die Temperatur gesteigert wurde, um so geringer wurde 
die Menge des durch den Harn entleerten Zuckers, je niedriger die 
Aussentemperatur war, um so hoher wurde der Harnzuckerwert. 
Bohm und Hoffmann konstatierten bei Abkuhlung der Tiere 
eine Verminderung des Leberglykogens. 

Embden, Lithje u. Liefmann beobachteten, dass beim 
Hunde bei steigender Temperatur der Blutzucker ab- und bei sinken- 
der zunimmt. Sie zogen daraus den Schluss, dass die Erhohung 
der Wirmebildung bei der. chemischen Warmeregulation mit 
einer gesteigerten Zuckerbildung Hand in Hand geht. Bang 
konstatierte bei Kaninchen, die eben aus einer Kellertemperatur 
yon 4°-5° © gebracht worden waren, 0.13% Blutzucker, bei solchen 
dagegen, die in ciner Zimmertemperatur von 30°C gehalten worden 
waren, 0.099 (Doppelversuch). Es gibt noch viele Andere, die 
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die Hyperglykimie und Glykosurie bei Abkuhlung nachgewiesen 
haben (Lépine, Quanquaud, Freund u. Marchand, Ara- 
ki). Darunter berichteten Freund und Marchand, dass sie 
bei abnorm tiefer Korpertemperatur ausser Hyperglykaémie auch 
normalen, soger subnormalen Zuckergehalt fanden, und schlossen 
daraus, dass die Hohe des Blutzuckers Schlisse weder auf die 
Yuckermobilisierung, noch auf den Zuckeryerbrauch zulasst, und 
die Blutzuckersteigerung im Fieber und bei tiefer Aussentemperatur 
mit der reculatorischen Steigerung der Kohlehydratverbrennung 
nicht erklarbar sei. 

Uber den Einfluss der hohen Aussentexperatur und der 
Erhchung der Koérpertemperatur auf den Blutzuckergehalt gibt es 
verschiedene Angaben, und man ist bis jetzt noch zu keiner 
Kntscheidung gekommen. 

Embden, Luthje u. Liefmann und Bang konstatierten bei 
gesteigerter Temperatur die Verminderung des Blutzuckerwertes. 
Dagegen wiesen Freund u. Marchand, ferner Senator bei 
Kaninchen nach, dass Warmezufuhr eine, allerdings unbedeutende, 
Steigerung des Blutzuckers mit sich bringt. N. Paton wies die 
Vermebrung des Blutzuckergehaltes des Kaninchens bei erhohter 
Korpertemperatur durch Erwirmung des Kaninchenkastens nach. 
Rolly u. Oppermann konstatierten bei Uberhitzung der Tiere 
teils die Vermehrung, teils die Verminderung des Blutzuckers. 
Liefmann u. Stern und Hollinger beobachteten die Hyper- 
elykimie beim Fieber. Watanabe u. Sakaguchi konstatierten 
beim Fieber ebensowohl Hyper- als auch Hypoglykimie. Asa- 
kawa berichtete, dass die Verdénderungen der Aussentemperatur 
bei Kaninchen anfangs Hyperglykimie hervorruft, die aber nach 
einigen Stunden wieder bis zur Norm herabgesetzt wird. 

Kurz, es ist sicher, dass die Abkihlung des Tieres Hyper- 
elykamie und Glykosurie hervorruft, aber es ist noch nicht sicher 
gestellt, ob die Erwdrmung des Tieres eine Steigerung oder 
Herabsetzung hervorruft. 

Daruber, wie der Blutzucker sich waihrend der Dauer der 
Abkthlung oder Erwarmung verhiilt, gibt es keine geniigende 
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Ausserung. So viel ich weiss, untersuchte Asakawa den Zucker- 
gehalt des Blutes wihrend der Abkthlung und Erwarmung und 
konstatierte dabei anfangs Hyperglykimie, die nach einigen Stun- 
den auf die Norm herabging. Diese Angabe bedarf noch weiterer 
Bestitigung. Ich habe in den letzten Jahren unabhingig yon 
Asakawa die Verinderung des Blutzuckers wihrend der Abkiihl- 
ung und Erwarmung der Tiere untersucht. 


UNTERSUCHUNGSMETHODR, 


Als Versuchstiere benutzte ich Kaninchen, die mit Okara gut 
gefuttert waren. 

Der Versuch wurde am niichternen Tiere ausgefiihrt ; erst nach 
dem Versuche wurde es gefiittert. 

Nach der ersten Blutentnahme wurde das Tier in einen Kifig 
von veranderter Temperatur oder ins Wasser getaucht und der 
Blutzucker dort wiederholt bestimmt. 

Das Blut wurde gewohnlich aus der Ohrvene, unter Umstiinden 
aus der Carotis entnommen. 

Zur Blutzuckerbestimmung benutzte ich die Mikromethode von 
Bang. 

Der Harn wurde vor und nach dem Versuche mit Katheter 
genommen und auf Reaktion, Eiweiss und Zucker untersucht. 


Ex PERIMENTELLER TEIL. 


JI. EXINFLUSS DER JAHRESZEIT AUF DEN BLUTZUCKERGEHALT. 


Dass die Verdinderungen der Aussentemperatur, d. h. entweder 
bei Abkiihlung oder Erwiirmung, Schwankungen des Blutzuckers 
hervorrufen, ist schon lingst bekannt. Aber ob die langsam 
wechselnde Jahreszeit den Blutzuckergehalt beginflusst, lasst sich 
nicht ohne weiteres sagen. 

Wir haben sehr wenige Angaben tiber den Einfluss des Klimas 
auf den Blutzuckergehalt. 
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Sakaguchi und seine Mitarbeiter an gesunden Pferden und 
neuerdings Asakawa an Menschen und Kaninchen konstatierten 
keine nennenswerte Schwankung des Blutzuckers. 

Ich habe beim Kaninchen im Sommer und im Winter am 
Morgen vor der Futterung den normalen Blutzuckerwert bestimmt. 
Die Resultate verzeichne ich in folgender Tabelle. 


TABELLE I. 


_ Der normale Blutzucker. 


Im Sommer Im Winter 

~ Nr. Datum 9% d. Blutz. Nr. Datum 9% d. Blutz. 
1 15/VIP'20 0.096 i 14/XIP20 0:095 
2 16/VIL -. 0.091 2 14x ~ |: 0.098 
3! I7/VIL sk; 0.100 3 19/XII ->° 0.097 
4 18/VII 0.106 der oh tO iere 0.093 
5 22/VIL 0.109 5 21/XI1 0,115, 
6 23/VII 0.101 6 22/X11 0.098 
7 24/VIL 0.092 fs BEyp.¢ 0 ie 0.105 
‘8 21/VIII 0.101 ol eyete 0.090 
9 22/VILI. 0.102 9 25/XIL 0.097 
10 23/VIII 0.095 To! |o 6 Qyxat” 0.089 
11 25/VLII 0103 11 19/1 0.092 
12 26/VIII 0.098 12 19/1 0.087 
13 27/VIIL °0.106" |, 293) oe 0.108 
14 20/VIT21 ~ 0.103 14 22/1 0.093 
15 20/VII 9.097 Bb 25/1 0.112 
16 25/VIL 0.108 16 9/II 0.113 
a 28/VIL 0.109 Res 9/II .- 0,108 
18 25/VII 0.121 18 13/IE -- 0.089 
19 28/VII 0.103 19 14/It _ 0.098 
907 N° -Srxiven |) gan 
Q1 8/XII O07, 
22° Mie TP a “Molen 
Durchschnittlich 0.101 Durchschnittlich 0.099 
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Aus der Tabelle ersieht man, dass der Blutzucker des Kanin- 
chens im Sommer bei 19 Fallen im ntichternen Zustande 0.091-0. 
121%, durchschnittlich 0.1019§, und im Winter bei 22 Fallen 
0.087-0,117 9, durchschnittlich 0.0999 war. Also konstatiert man 
keinen Unterschied zwischen den Blutzuckerwerten des Sommers 
und des Winters. 


IJ. Exyruuss per KALTEe auF DEN BLUTZUCKERGEHALT. 


In vorstehender Abteilung studierte ich den Blutzucker im 
Sommer und im Winter und konstatierte keinen Unterschied des- 
selben, d.h. bei langsam wechselnder Aussentemperatur bleibt der 
normale Blutzucker unverandert. 

Die Temperaturveranderungen aber, tuber deren Einfluss viele 
Autoren Studien angestellt haben, waren nicht so langsam, sondern 
sehr plotzlich. Das Tier bei solchen Untersuchungen yom warmen 
Zimmer ins kalte gebracht, der Leib mit Ather begossen und 
gefiichelt, in kaltes Wasser getaucht oder in Schnee eingebettet 
und damit bedeckt. Bei solcher Abkuhlung untersuchten sie den 
Blutzucker meist nur einmal und die meisten berichteten yon 
Blutzuckervermehrung. Nur wenige stellten ausserdem Verminde- 
rung des Blutzuckers fest. 

Ich habe unter verschiedenen Bedingungen den Einfluss der 
Kalte auf den Blutzuckergehalt seinem zeitlichen Verlaufe nach 
studiert. Die Ergebnisse lasse ich im folgenden Abschnitte folgen. 


1. Verhalten des Blutzuckers bei Herabsetzung der 
Omgsebungszimmertenperatur. 

Fin Kaninchen, welches im miissig geheizten warmen Zimmer 
stundenlang frei im Kasten lebte, wurde, nach der ersten Blatent- 
nahme, rasch in ein kaltes Zimmer gebracht und der Blutzucker 
dort wiederholt untersucht. 

Meine Experimente wurden an 4 Kaninchen ausgefihrt. Die 
Resultate waren alle sehr ihnlich. In den folgenden Tabellen werde 
ich die an 2 Fiillen beobachteten Resultate niher beschreiben. 
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TABELLE II. 


(siehe Kurventafel 1). 


Kaninchen Nr.: 52 Harn Reaktion| EHiw. | Zucker 

Datum: 26/X1T21 Vor d. Versuche alk. (—) (-) 

Korpergew.: 3440g Nach d. Versuche | alk. (-) (-) 

ae 

: Korper- | Zimmer- % des 
Zeit Bemerkunzen temp. temp. |Blutzuckers 
8°15/ am. 38.6°. 20.0°. 
4°25/ p.m. 38.6° 22.0° 0.094 
4°35/ ins kalte Zimmer gebracht 3.0° 
5°05/ 38.6° 3.0° 0.10) 
5°35" 38.6° 3.0° 0.116 
6°35" 3.0° 0.106 
7°35/ 2.5° 0.105 
8°35/ 38.6° 2.0° 0.102 
9°35/ 38.6° 2.0° 0.098 

TABELLE III. 
(s. Kurventafel 2). 

Kaninchen Nr. : 50 Harn Reaktion| Eiw. | Zucker 

ee eet ed Vor d. Versuch elim eC) 5 a0) 

Kérpergew. : 2340g Nach d. Versuch alk. (—) (—) 

Korper- | Zimmer- | % des 
zx Bemerkungen temp. temp. Blutzuckers 
4°25" 38.5°. 22.0°. 0.094 
4°35/ ins kalte Zimmer gebracht 3.0° 
5°05" 38.5° 3.0 0.105 
5°35/ 38.4° 0.113 
6°35/ 38 4° 3.0 0.106 
7°35! 38.5° 2.5 0.102 
8°35/ 38.5° 2.0 0.096 
9°35/ 38.5° 1.5 0.096 


a TT 
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Aus den Tabellen (II, TIT) wie aus den Kurventafeln (1, 2) 
ersieht man, dass der Blutzucker bei kalter Aussentemperatur 
anfangs zunimmt und in einigen Stunden wieder nach dem norma- 
len Blutzuckergehalt hin abnimmt. 

Hiernach ist es sicher zu sagen, dass Tiere, die sich lange in 
der Kailte aufhalten, ebensoviel Blutzucker wie bei normaler Zim- 
mertemperatur haben. 

Es braucht einem also kein Zweifel an der Richtigkeit der 
Beobachtung z1 kommen, wenn Tiere bei dem langsamen Tem- 
peraturwechsel der Jahreszeiten den gleichen Zuckergehalt zeigen. 

Die Korpertemperatur blieb wahrend der Versuchsstunden fast 
konstant. 

In dem Harn, der vor und nach dem Versuche katheterisiert 
wurde, wurden Hiweiss und Zucker nicht nachgewiesen. 


2. Verhalten des Blutzuckers bei Herabsetzung der 
Korpertemperatur im kalten Zimmer. 


Bei den meisten bis heute angestellten Versuchen uber den 
Einfluss der Kalte auf den Blutzuckergehalt wurde das Tier gefes- 
selt und mit Schnee, Ather, Wasser u. s. w. abgekuhlt. 

Anderseits ist aber yon vielen Forschern (Boéhm u. Hoff- 
mann, Fujii, Hirsch u. Reinbach, Rolly u. Oppermann 
u. s. w.) nachgewiesen, dass der Blutzucker des Tieres, wenn es 
gefesselt ist, zunimmt. Man nennt dies deshalb auch Fesselungs- 
hyperglykimie. Fujii, Bohmu. Hoffmann konstatierten beim 
Fesseln des Tieres Herabsetzung der Korpertemperatur. Bohm 
u. Hoffmann betrachteten den dabei auftretenden Korpertemper- 
aturabfall als die Ursache der Fesselungsglykosurie. Doch gelang 
es ihnen nicht, auch wenn sie die Herabsetzung der Korpertemper- 
atur durch Warmung verhinderten, die Glykosurie zu vermeiden. 
Fujii konstatierte die Verminderung des Grades der Fesselungs- 
hyperglykiimie und Glykosurie beim Verhiten des Korpertemper- 
aturabfalls. 

Deshalb muss man, wenn man den Kiailteeinfluss am gefesselten 


486 Cau Me Page. 


Tiere studieren will, Kontrollyersuche machen, bei denen das Tier 
gegen den Korpertemperaturabfall gut geschiitzt wird. Von dieser 
Uberlegung ausgehend, fesselte ich das Tier einmal und kihlte es 
ab, und zum andernmal fesselte ich dasselbe Tier, indem ich den 
Korpertemperaturabfall verhiitete. Um den Korpertemperaturabfall 
ya verhindern, wurde das Tier in Ticher gewickelt und von den 
unter dem Fesselungstisch vorhandenen Gluhlampen unter Kon- 
trollieren mit x ano gestecktem Thermometer erwarmt. 

Ich untersuchte 4 Falle mit ahnlichem Resultat. Zwei Falle 
davon lasse ich tabellarisch geordnet folgen ; 


TABELLE IV. 
‘(s. Kuryentafel 3). 


Fesselung im kalten Zimmer. 


Versuchs-Nr. : 39 Harn Reaktion| Eiw. | Zucker 
pili SPE 1 Vor d. Versuch alk. | (—) (—) 
Korpergewicht : 3420g Nach d. Versuch alk. (—) (3) 
— Lexi Bemerkungen ena see Boe 
6°45/ am. | 38.2°. 3.07. 0.117 
6°50/ Kaninchen gefesselt ~ 
7°50" a rae 3.0° 0.205 * 
8°50/ my 36.8° 4.0° 0.190. 
9°50/ ; i 37.1° 4.5° 0.187 
10°50/ | | 872° 5.0? 0.163 
11°30" : 7 | 37.2 5.7° 0.147 
12°50/ ; 37,2° 6.0° ‘| 0.182 
j 
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TABELLE V. (s. Kurventafel 3). 
Kontrolle. 
Versuchs-Nr.: 39 Harn Reaktion| Eiw. | Zucker 
ee Vor a. Versuch alice’ |>oGaye ly es 

Korpergew. : 3410g Nach d: Versuch alk. (—) (-) 

F ; é Korper- Zimmer- | % des 
neg? pe eerne eG temp. temp. Blutzuckers 
T50/ a.m) ‘ E3809 20 0° 
2°15/p-m. 38.3° ey as? 0.112 
2°20/ Kaninchen gefesselt 
2°50/ ; 38.2° 21.0° 0.155 
3°20/ i 383° 21.0° 0.172 
4°20/ a7 38.3° 20.5° 0.183 
5°20/ 38.2° 21.0° 0.190 
6°20/ 38.2° 21.5° 0.192 
7°20 38.3° 21.0° 0.187 

TABLLE VI. (s. Kurventafel 4). 
Fesselung im kalten Zimmer. 
Versuchs-Nr.: 52 Harn Reaktion| Eiw. Zucker 
SRE en Vor d. Versuche | alk, | (—) | (-) 
Korpergew. : 2740g Nach @. Versuche |} sauer | (++) | (++) 
besge i Koérper- Zimmer- % des 
Zeit. Bemerkungen a ae ie temp. Binianckees 
6°20/ a.m. 38.5° 0.0° 0.115 
6°25/ Kaninchen gefesse’t 
6°55’ 36.3° 0.0° 0.158 
7°25/ noite 0,0° 0.183 
8°25/ 37.0° 0.5° 0.188 
9°25/ Bye He? 0.193 
10°25/ 37.8° 2.0° 0.180 
11°25’ 57 «= 7 38.0° 3.5° 0.162 
4,0° 0.109 


12°25/ - 38.0? 
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TABELLE VII. 


(s. Kurventafel 4). 


Kontrolle. 

Kaninchen-Nr. : 52 Harn Reaktion| Eiw. | Zucker 

eas oA so Vor d. Versuche | alk. | (—) | (-) 

Korpergew. : 2740g Nach d. Versuche | alk. | (—) | (-) 

: Kérper- | Zimmer- % des 
ot ee temp. temp. |Blutzuckers 
11°30’ 38.6° 19.0° 0.103 
11°35” Kauinchen gefesselt 
12°05/ 38.7° 20.0° 0.114 
12°35/ 38.3° 0.132 
1°35/ 33.3° 20.5° 0.140 
2°33/ 37.9° 20.0° 0.143 
3°35! 38.2° 21.0° 0,156 
4°35/ 38.3° 21.0° 0.166 
5°35/ 38.3° 20.5° 0.157 


Wie man aus den Tabellen (IV, V, VI, VII) und Kurventafeln 
(38, 4) ersieht, hat die kalte Aussentemperatur auf die Fesselungs- 
hyperglykamie grossen Einfluss. 1) Der Blutzucker nimmt beim 
Fesseln und Abkthlen im kalten Zimmer mehr zu, als beim 
Fesseln unter Vermeidung des Korpertemperaturabfalls. 2) Weiter 
beobachtet man an den abgekihlten Fallen, dass die Verminderung 
des vermehrten Blutzuckerwertes schneller alg bei den Kontrollversu- 
chen auftritt. Das Maximum des Blutzuckerwerts tritt bei den ab- 
gekuhlten Fallen schon nach den ersten 2 bis 3 Stunden ein und 
kehrt nach 6 Stunden annihernd bis zum Anfangswert zuriick, 
wahrend es bei den Kontrollversuchen erst nach 4 bis 5 Stunden 
auftritt und auch nach 6 Stunden noch seinen hohen Wert bei- 
behalt. 3) Noch auffallender ist der Harnbefund, indem beim 
Fesseln und Abkihlen Eiweiss und Zucker im Harn auftreten, 
wihrend beim Fesseln unter Vermeidung der Abkiihlung weder 
Eiweiss noch Zucker im Harn nachzuweisen sind. 
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3. Verhalten des Blutzuckers bei Abkiihlung 
wm kalten Wasser. 


Die erste Blutentnahme wurde im freien Zustande ausgefiihrt. 
Dann wurde das Tier, an beiden Fiissen gebunden, bis an den 
Nacken in ein Wasserbad getaucht und der Zuckergehalt des 
Blutes aus der Ohrvene wiederholt untersucht. 

Die Korpertemperatur wurde von Zeit zu Zeit in ano gemessen, 
und sobald sie bis 26°C herabgesetzt, wurde das Wasser erwiirmt 
oder das Tier aus dem Wasser geholt, in trockene Ticher 
gewickelt und in ein massig geheiztes Zimmer gebracht, damit die 
Korpertemperatur nicht weiter herunterginge. 

Der Harn wurde vor und nach der Abkuhlung katheterisiert 
und auf Reaktion, Eiweiss und Zucker untersucht. Die Unter- 
suchung wurden an 5 Fallen ausgefthrt. Die Ergebnisse von 2 
dieser Faille sind in folgenden Tabellen und Kurventafeln zusam- 


mengestellt : . 
TABELLE VIII. (s. Kurventafel 5), 
Versuchs-Nr. : 9 Harn Reaktion| Eiw. Zucker 
Datum: 16/1121 Vor d. Versuche alk, (-) (—) 
Korpergew. ; 2450 Nach d. Versuche | sauer | (++) | (++) 

. Korper- Wasser- % des 
eM Bemerkungen ten temp, Ree 
1°23/ 38.2° 0.100 
ACOTL Kaninchen ins Wasser gesteckt 8.0° 
1°40/ 28.0° 8.5° 
1°53/ 24.0° 0117 
2°08/ 212° 8.5° 
9°93/ : 19 5° 0.124 
2°10/ 18.5° 
2°53/ limps 8.5° 0.099 
8°00/ Wasser wurde erwiirmt 26.3° 


cote we a IN al ae rh a nig ae ec a 
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: Koérper- | Wasser- % des 
Zeit Bemerkungen temp. temp. Blataickers 
3°15/ 20.0° 
3°23/ 0 090 
3°50/ 23.0° 26.3° : 
4°25/ 25.8° 25.0° 0.088 
4°50" 26.2° 26.0° | : 
5°25/ 26.7° Pia 0.103 
TABELLE IX. 
(s. Karventafel 6). 
Versuchs Nr.: 52 Harn Reaktion| Eiw. Zucker 
eee ee Vor d. Versuche | alk | (—) | (-) 
Korpergew. : 2470g Nach d. Versuche | sauer | (++) (+) 
7 5 chs stots fs : Korper- ] Wasser- Verdes 
gu EB temp. temp. Blutzuckers 
a4 37.8° 0,092 
9°25’ | Kaninchen ins Wasser gesteckt 6.0° 
9°4.0/ 34.0° Ee 0.096 
9°55" 320° q 0.110 
10°15/ 29.5° 
10°25’ 26.0° 60° 0.089 
10°40’ | Kaninchen aus dem Wasser geholt 24.2° 
a1 Py aes 
11°25/ 26.0° 0.085 
12°25/ PathaaS - 0.084 
as 28.4° , 
1°25/ PAA - 0,068 
2° 30.1° 
2°25/ 31.7° - 0.060 
3°25/ 33.0° 0.063 
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Aus den oben erwahnten Tabellen (VII, IX) und Kurven- 
tafeln (5, 6) ist ersichtlich, dass 1) Der Blutzuckerwert anfangs 
nur ein wenig steigt und bald bis auf den normalen, ja sogar 
unter den normalen Wert hinabgeht. 2) Die Steigerune des 
Blutzuckers bei starker Abkuhlung im Wasser ist viel geringer als 
bei leichter Abkithlung im kalten Zimmer. 3) Der gesteigerte 
Blutzucker verschwindet bald, u. z. frther als beim Abkthlen im 
kalten Zimmer. 

Sehr auffallend bei so stark abgekthlten Fallen war, dass das 
Ohrvenenblut stark dunkel und der Strom sehr langsam war. 

Fraglich war es, ob der Blutzuckerwert des so langsam strémen- 
den Venenblutes dem des Arterienblutes abhnlich ist oder nicht. 
Ich wunschte daher den Zuckergehalt des Arterien- u. z. des 
Carotidenblutes zu vergleichen. 

Da das Tier fur Carotispraparation gefesselt und operiert 
werden musste, nahm der Blutzucker immer schon vor der Abkuthl- 
ung zu. Die Kalte wurde in diesem Zustande des vermehrten 
Blutzuckergehaltes appliziert. Ich durchschnitt bei der Operation 
der Carotis den Halssympathicus, um die Ohryene immer erweitert 
zu erhalten. Die Versuche wurden an 8 Fallen ausgefuhrt. 

Als Kontrolle versuchte ich an 3 Fallen den Blutzucker unter 
Verhiitung des Kérpertemperaturabfalls, aber unter sonst gleichen 
Bedingungen. In den folgenden Tabellen werden einige davon 
dargestellt. . 
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TABELLE X. 


(s. Kurventafel 7). 


Abkiihlung im kalten Wasserbade. 


Kaninchen Nr.: 45 Harn Reaktion| Eiw. | Zucker 


Datum : 15/122 Vor d. Versuche alk. =) (=) 


Korpergew. : 2730g Nach d. Versuche | sauer (+) (+) 


Korper- | Wasser- 9¢ des Blutzuckers 


Zeit Bemerkungen iénips | temp. | — dee aes 
L } Ohrvene} Carotis 

9°50/7 Vor d. Operation 38.8° 0.089 
10°15/ Operation vollendet 

20/ 0.102 

22/ 36.8° 0.119 
10°30’ | Kaninchen ins Wasser getaucht 6.0° 
ta? 33.2° 0.080 
11° 3/ 6.0? 0.127 
11°30’ 0.082 
11°32/ 27.4° 6.0° 0.147 
11°55’ | Kaninchen aus dem Wasser geholt | 24.0° 


12°30/ 21.0° 0.142 

12°32/ 0.178 
1°35/ 25,0° 0.123 
1°37’ 0.144 
2°35/ 0.100 
2°37! 25.22 0.140 
3°30/ 0.080 
3°32/ 28.5° 0.130 
4°30/ ; ; 0.094 
4°32/ 29.3° 0.134 
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TABELLE XI. 
(s. Kurventafel 8). 


Abkiihlung im kalten Wasserbad. 


Kaninehen-Nr. - 48 Harn Reaktion| Eiw. | Zucker 
Datum: = 14/T'22 Vor d. Versuch alk. (—) (=) 
Korpergew. : 2820g Nach d. Versuch | sauer (+) Ge, 


Zeit Bemerkungen esa ised %6 te lade 
Ohrvene} Carotis 

9°30" | Vor der Operation 38,0? 0.095 

10° 5’ | Operation vollendet 

10°14’ 0.128 

10°16/ 96.5° 0.142 

10°30’ | Kaninchen ins Wasser getaucht 6°5° 

alals 0.115 

Pee 39, 5° 0.163 

11°30’ 0.121 

11°35 27.0° 6.5° 0.172 

11°40’ | Kaninchen aus d, Wasser geholt 

12°30/ 25.5° 0.132 

12°35/ 0.178 

1°30" 26.7° 0.110 

1°35/ 0,164 

9°30/ 29.3° 0.094 

9935/7 0.143 

3°30/ 32.5° 0.090 

3°35/ 0.135 

4°30/ 34.8° 0.085 

4°33/ 0.127 
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TABELLE XII. 


(s. Kurventafel 9). 


Kontrolle. 
Kaninchen-Nr.: 23 Harn Reaktion| Eiw. | Zucker 
Datum: — 12/IV’27 Vor. d. Versuch alk, (-) (—) 
Kérpergew. : 2190g Nach da. Versuch | sauer | (—) (+) 
Zeit Bemerkungen ares eeeen “ = eee 
Ohrvene| Carotis 
10°45’ | Vor d. Operation 38.0° 0.109 
11°35’ | Operation vollendet 37.0° 
11°40/ 0.132 
11°42/ 17.0° 0.143 
11°55/ 36.8° 
12°13/ 0.152 
12°15/ 36.9° 18.0° 0.196 
12°25/ 
iol 0.190 
1° 4/ 38.8° 19.0° 0.193 
1 55/ 38.97 21.0° 
2° 0.178 
9° of 0.195 
2°20/ 38.7° 22.0° 
3° 0.186 
3° 27 37.9° 20.0° 0.193 
4°10/ 0.183 


4°12/ 37.8° 20.0° 0.201 
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TABELLE XIII. 
(s. Kurventafel 10). 
Kontrolle. 
Kaninchen-Nr.: 32 Harn Reaktion| Eiw. | Zucker 
POE Ciel Vor d. Versuch alk. (-) (—) 
Korpergew. ; 2260g Nach d. Versuch alk. (—) (4+) 
a : % d. Blutzuckers 
5 f Korper- |Zimmer- % « 
eee Bemerkungen temp. | temp. |__a&) a 
Ohrvene} Carotis 
9°55’ | Vor der Operation 38.0° | 20,0° | 0.111 
10°30’ | Operation vollendet 
10°33/ 0.149 
10°35/ 37.42 0.153 
10°53/ 0.185 
10°55/ Shere 0.186 
11°27/ 33.1° 0.195 
11°30/ 22.0° 0.200 
12° 38.1° 
12°29/ 0.195 
12°31/ 38.2° 0.207 
1°29/ 38.0° 0,219 
1°31/ 38.0° 0.222 
2°11’ 37.8° 
2°15’ 37.7 
2°30/ Stade 0.221 
2°32/ 37.5° 21.0° 0.226 


Wie man aus den Tabellen (X, XI, XH, XIIZ) und Kurven- 
tafeln (7, 8, 9, 10) ersieht, steigt der Blutzuckergehalt bei Abkuhl- 
ung im kalten Wasserbade sowohl im Arterien- als auch im Ve- 
nenblut nur im Anfangsstadium, nimmt bald wieder den normalen 
Wert an und geht im Venenblut sogar off unter die Norm 


hinab. 
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Das Venenblut stromte sehr langsam mit stark dunklem Aus- 
sehen und hatte einen viel kleineren Zuckerwert als das Arterien- 
blut. Bei meinen anderen Versuchen war der Venenblutzuckerwert 
0.04—0.08% kleiner als der des Arterienblutes. 

Aus den Kontrollversuchen folgt, dass wihrend der 5-6 stund- 
igen Versuchszeit sowohl im Carotiden- als auch im Venenblut der 
Blutzuckerwert gesteigert blieb, und dass wahrend der Dauer 
meiner Versuche auch keine Abnahme konstatiert werden konnte. 
Die Blutzuckerwerte der Carotis und der Ohrvene gingen immer 
parallel, u. z. im Carotidenblut war er immer 0.005-0.019% hoher 
als im Venenblut. 

Im Harn der abgekthlten Falle konnten Eiweiss und Zucker 
fast immer konstatiert werden, wahrend bei nicht abgekuhlten 
Fallen nur Zucker nachgewiesen werden konunte. 


TU. EQXNriuss DER WARME AUF DEN BLUTZUCKERGEHALT. 


Uber den Einfluss der warmen Aussentemperatur und der 
erhohten Korpertemperatur auf den Blutzuckergehalt wurden bis 
jetzt mehrere Untersuchungen ausgefuhrt, aber die Resultate waren 
verschieden und man ist noch zu keiner Entscheidung unter ihnen 
gekommen. Deshalb ist es notig, genauere Untersuchungen nach 
dieser Richtung auszufthren. 


1. Das Verhalten des Blutzuckergehaltes bei Erhihung der 


Umgebungstemperatur. 


Ich habe diese Untersuchungen im Winter ausgefithrt. Am 
Morgen wurde die erste Blutentnahme in der Kalte ausgefithrt. 
Dann wurde das Tier in einen mit Glihlampen geheizten Kasten 
gebracht und der Blutzucker dort wiederholt bestimmt. Die 
Korpertemperatur, die Umgebungstemperatur und der Blutzucker- 
gehalt sind in folgenden Tabellen zusammengestellt. 
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TABELLE XIV. (s. Kurventafel 11). 


Leichte Erwiirmung. 


Kaninchen-Nr.: 45 Harn Reaktion| Eiw. | Zocker 
Datum; 16/XI0 27 Vor d. Versuch alk. (—) (—) 

Korpergew: - 27408 Nach a. Versuch | alk. | (—) | (-) 

; Korper- Kasten- 9% des a 
Zeit Bemerkungen temp. temp. Blutzuckers 
7°20/ 38.1° 6.07 0.107 
T°25/ in geheizten Kasten gebracht 26.0° 
7°55/ 26.0° 0.120 
8°20/ 29.0° 0.121 
$°55/ 38.3° 26.0° 0.122 
9255 Gaulle 38.2° 28.0° 0.117 
10°55/ 38.1° 28.0° 0.110 
C554 38.2° 26.9° 0.105 
12°55/ 33 27.0° 0.105 

TABELLE XY. (s. Kurventafel 12). 
Leichte Erwairmung. 
Kaninchen Nr.: 48 Harn Reaktion| Eiw. | Zucker 
TOS SE Vor @ Versuche ‘| “alk | (4y | (—) 
Korpergew. : 2980g Nach d. Versuch all. (=) (-) 

: S Korper- Kasten- % des 
Zeit Bemerkungen temp. temp. Blatzuckers 
7°4.0/ 300° 5.0 0.089 
7°45/ in geheizten Kasten gebracht 27.0° 
8°20/ 25.0° 0.096 
8°45/ 38.0° 25.0? 0.102 
9°45/ 38.2° 28.0° 0.094 

10°45/ 38.2° 27.0° 0.093 
11°45/ 38.1° 28.0° 0.084 
12°45/ 38.1° 26.0° 0.085 


1°45/ 33.1° 26.0° 0.088 
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TABELLE XVI. (s. Kurventafel 13). 


Leichte Erwiirmung. 


Kaninchen Nr. : 46 Harn Reaktion| Eiw. | Zucker 
Datum: 22/XII 21 Vor d. Versuche alk. (-) (—) 
Korpergew. : 740g Nach d. Versuche alk. (-) (-) 


Se : a 
Zeit Bemerkungen vet: come pone 


temp. temp. |Blutzuckers 

8°30/ 38.4° 3.0° 0.085 
8°35/ in geheizten Kasten gebracht 26.5° 

9° 5 38.5° 26.0° 0.091 
9°35/ 38.9° 28.0° 0.115 
10°35/ 39 0° 28.0° 0.100 
11°35/ 39.0° 26.0° 0.105 
12°35/ 39.0° 26.0° 0.090 
1°35/ 39.0° 27.0° 0.087 
2°35/ 39.0° 26.0° 0.084 


Wie aus den Tabellen (XIV, XV, XVI) und Kurventafeln 
(11, 12, 18) ersichtlich ist, steigt anfangs der Blutzuckergehalt. 
Diese Steigerung geht aber bald vortiber, und in einigen Stunden 
kehrt der Blutzucker wieder zum fruheren Wert zurtck. 

In 2 Fallen (Tabelle XIV u. XV) sank der anfangs zugenom- 
mene Blutzucker unter die Norm, steigt aber spiter auch wieder 
bis zum normalen Wert auf. 

Die Korpertemperatur war wihrend der Versuchszeit fast kon- 
stant, oder steigt hochstens um 0.5°C. 

Im Harn, welcher vor und nach dem Versuche katheterisiert 
wurde, war weder Eiweiss, noch Zucker nachzuweisen. 


2. Verhalten des Blutzuckers bei kiinstlicher Steigerung 
der Kérpertemperatur. 


Nach der ersten Blutentnahme in der Kalte wurde das Tier 
in den geheizten Kasten gebracht und der Blutzucker dort wie- 
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derholt bestimmt. Ich lasse die Resultate, tabellarisch geordnet, 
folgen, 


TABELLE XVIL 
(s. Kurventafel 14). 


Erhéhung d. Kérpertemp. 


Kaninchen Nr. : 53 Harn Reaktion| Eiweiss.| Zucker 
ena DR Bd Vor d. Versuch gion iC=iy oie) 
orpergew.-) 39008 Nach a. Versuch | alk. | (—) | (-) 

: Korper- Kasten- % des 
aot RESETS temp. temp. Blatauckers 
7°30/ 39.1° O52 0.085 
7°50! | in geheizten Kasten gebracht 35.0° 
8°10/ 41.5° 35.0° 0.109 
8°30/ 0.113 
8°50’ 42.1° 30.0° 0.120 
9°20/ 42.5° 30.5° 0.125 
9°50/ 42.0° 31.0° 0.115 

10°50’ 42.1° 32.0° 0.112 
11°50/ 42..3° 30.0° 0.105 
12°50/ 42.0° 31,5° 0.090 
1°50’ 41.8° 30.0° 0.088 

TABELLE XVIII. 

(s. Kurventafel 15). 

Erhéhung d. Kérpertemp. 
Vaninchen-Nr. : 49 Harn Reaktion] Eivw. Zacker 


Datum : 18/122 _ Vor a. Versuche alk. (-) (-) 
Korpergew. : 2980g Nach d. Versuche | alk. (—) (—) 
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‘ Korper- Kasten- % dso 
a Bemerkungen temp. temp. |Blutzuckers 
9°25/ se 0.0° 0.100 

30/ in geheizten Kasten gebracht 29.0° 

50/ 40.1° 29.0° 0.108 
10°10/ 41.2° 30.0° 0.114 

30/ 42.0° 30.2° 0.113 
11°00 42.0° 0.107 

30/ 42.0° 29.0° 0.111 

12°30/ 412° 28.8° 0.107 

45/ 315° 
1°30/ 41.5° 32.0° 0.104 
2°30/ 42.0° 0.104 
3° 5/ hoe 0.098 

TABELLE XIX. 
(s. Kurventafel 16). 
Erhéhung der Kérpertemp. 
Kaninchen Nr.: 54 Harn Reaktion| Eiw. | Zucker 
eran 2 oy ee Vor d. Versuch | alk. | (~) | (-) 
Korpergew. : 2540g Nach d. Versuch alk. (+) (—) 

: Korper- Kasten- 

Zeit Bemerkungen temp. temp. % d. Blutz 
S0/e a: 39.2° 0.0° 0.101 
9° in geheizten Kasten gebracht 30.0° 

9°20/ 40.1° 33.0° 0.109 
9°40/ 40.9° 0.111 
10° 41.3° 31.0° 0.116 
10°30 41.1° 30.0° 0.112 
11° 41.4° 33.0° 0.099 
12° 41.5° 32.0° 0.097 
r 40.5° 30.0° 0.097 
2° 41.8° 35.0° 0.089 
3 42.9° 38.0° 0.086 


sd See hs AO 
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Aus den Tabellen (XVII, XVIII, XIX) wie aus den Kurven- 
tafeln (14, 15, 16) ersieht man, dass der Blutzucker bei kiinstlich 
erhohter Korpertemperatur anfangs zunimmt und nach einigen 
Stunden wieder bis zum normalen Wert zuriickgeht. In einem Fall 
sank der Blutzucker schliesslich unter die Norm (Tabelle XVIII). 

Im Harn ist Eiweiss nur bei einem Fall nach dem Versuche 
nachgewiesen (Tabelle XVIIL), sonst war er frei von Eiweiss und 
Zucker. 

Aus den Versuchen des Warmeeinflusses folet also, dass der 
Blutzucker, ebensowohl bei leichter Erwiirmung ohne Kérpertem- 
peratursteigerung als auch bei starker Erwaérmung mit erhohter 
Korpertemperatur, anfangs steigt und dann in einigen Stunden 
bis zam normalen Wert sinkt. Haufig sinkt der anfangs zuneh- 
mende Blutzuckergehalt bis zu einem subnormalen Wert, steigt 
aber spater wieder bis. zur Norm. 

Deshalb ist es nicht richte, bei solchen Untersuchungen einen 
nur in einem Zeitabschnitt nachgewiesenen Blutzuckerwert fur das 
einzige von der Aussentemperatur beeinflusste Resultat zu halten. 
Wenn die anfangs erwaihnten Autoren, die den verschiedenen 
Zuckerwert bei der Erwairmung konstatierten, den Zuckergehalt 
im zeitlichem Verlauf wiederholt untersucht hatten, so wurden sie 
wahrscheinlich zu demselben Resultat gelangt sein. 


IV. ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Der normale Blutzuckergehalt des Kaninchens ist fast 
gleich im Sommer und Winter. Deshalb hat die Jahreszeit keinen 
Einfluss auf den Blutzuckergehalt. 

2. Die Herabsetzung der Umgebungstemperatur hat einen 
gesetzmissigen Einfluss auf den Blutzuckergehalt. Der Blutzucker 
nimmt anfangs zu, erreicht den Maximalgehalt in 2-4 Stunden, 
und sinkt dann in einigen Stunden wieder zu dem normalen 
Wert hinab. 

3. Es ist sehr auffallend, dass bei gefesselten Kaninchen der 
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anfangs vermehrte Blutzuckergehalt desto fruher abnimmt, je 
starker die Abkuhlung ist. 

Wenn das Tier gefesselt und gegen den dabei auitretenden 
Korpertemperaturabfall geschutzt wird, so steigt der Blutzucker 
anfangs und behalt den gesteigerten Zuckerwert lange (uber 6 
Stunden). Wenn das Tier gefesselt uud im kalten Zimmer abge- 
kuhlt wird, so steigt der Blutzucker und erreicht sein Maximum 
nach 4-5 Stunden, um dann allmablich zu sinken. Wenn das Tier 
gefesselt und im kalten Wasserbade abgekuhlt wird, so steigt 
der Blutzucker, erreicht den Maximalwert in 1-2 Stunden und sinkt 
dann zur Norm, ja sogar im Venenblut oft unter die Norm. 

4. Bei starker Abkuhlung im kalten Wasserbade stromt das 
Venenblut sehr langsam und der Zuckergehalt, wenn auch anfangs 
etwas vermehrt, sinkt bald und wird oft subnormal. Hingegen 
steigt der Blutzucker im Carotidenblut anfangs viel bedeutender als 
im Venenblut und sinkt allmahlich, jedoch wahrend 6-stundiger 
Versuchszeit nicht bis zum Anfangswert. 

5. Bei starker Abkuhlung andert sich der Venenblutzucker 
nicht parallel mit dem des Carotidenblutes, sondern hat oft weit 
geringeren Wert (oft 0.04-0.08% geringer) als der letztere, 
wahrend der Venenblutzucker bei normaler oder erhohter Aussen- 
temperatur immer mit dem des Carotidenblutes parallel geht u. z. 
immer ca. 0.019 kleiner ist. 

6. Es ist merkwurdig, dass bei gefesselten Kaninchen, u. z. bei 
den abgekuhlten Fallen, Zucker fast immer im Harn nachweisbar 
ist, wahrend es bei den gegen Korpertemperaturabfall geschttzten 
Fallen, obwohl sie ahnliche Hyperglykimie aufweisen, doch zu 
keiner oder nur schwacher Glykosurie kommt. 

7. Warme Aussentemperatur und die infolyedessen gesteigerte 
Korpertemperatur haben auch gesetzmissigen Einfluss auf den 
Blutzuckergehalt. Der Blutzucker nimmt anfangs zu, erreicht 
seinen maximalen Wert nach 1-3 Stunden, und sinkt allméhlich 
bis zur oder sogar unter die Norm. Der subnormal gewordene 
Blutzucker steigt in einigen Stunden wieder bis zum normalen 
Wert auf. 
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Zum Schluss méchte ich meinem hochverehrten Lehrer, Herrn 
Prof. Dr. K. Mayeda, fir seine freundlichen Anleitungen bei 
dieser Arbeit meinen herzlichen Dank aussprechen. 
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